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Coniugazione glicuronica della bilirubina 
nel fegato rigenerante di ratto 


V. FERRARI 


E stato accertato in questi ultimi anni che 
la bilirubina viene eliminata nella bile solo 
dopo essere stata trasformata nel — in 


coniugati, e prevalentemente in bilirubina 
diglucuronide (1, 5). 

Il processo di coniugazione della biliru- 
bina segue in linea generale lo schema di 
coniugazione glicuronica gia noto per altri 
substrati e, nella sua ultima fase, consiste nel 
trasferimento del radicale glicuronico dal 
coenzima acido uridin-difosfo-glicuronico 
alla bilirubina ad opera del- 
enzima glicuronil-transferasi (UDP trans- 
glicuronilasi; 5, 9). 

L’attivita di questo sistema enzimatico 
é soggetta a un interessante processo di svi- 
luppo fisiologico, nel senso che é pratica- 
mente assente nel fegato fetale, per poi svi- 
lupparsi nella vita intrauterina e neonatale 
con velocita diversa in rapporto al grado di 
Maturita presentato alla nascita dalle sin- 
gole specie (5, 8¢ 11). Nel ratto, per esempio, 
secondo Grodsky e Coll. (10), l’attivita coniu- 
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gante la bilirubina alla nascita é il 50% di 
quella del fegato adulto e il livello adulto 
viene raggiunto in I-2 mesi di vita extra- 
uterina. 

L’esistenza di questo rapporto fra crescita 
fisiologica del fegato e sviluppo dell’attivita 
coniugante la bilirubina rende interessante 
studiare la funzionalita dello stesso mecca- 
nismo biochimico in altre condizioni di cre- 
scita del tessuto epatico. Nella presente ri- 
cerca ho voluto indagare la condizione rige- 
nerativa conseguente ad epatectomia par- 
ziale, caratterizzata, come é ben noto (12), 
da una moltiplicazione cellulare pid intensa 
di quanto non si abbia nella crescita fisiolo- 
gica dell’organo. 


MAT ERIALE E METODI 


Per le ricerche sono stati usati complessivamente 
go ratti adulti, maschi, di ceppo italico e del peso 
di 250-350 g (eta 3-4 mesi). L’alimentazione é sem- 
pre stata libera e consisteva in una dicta naturale, 
completa ed equilibrata. 

La coniugazione della bilirubina é@ stata studiata 
col sistema di Grodsky e Carbone (6), usando, per 
il dosaggio della bilirubina coniugata, il metodo 
di Lathe e Walker (9). Il sistema comprende, come 
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componente attiva, 1 cc di omogenato di fegato 
al 10%, il quale agisce su un substrato di bilirubina 
pura contieainadee parzialmente in bilirubina gli- 
curonide, che diventa dosabile alla diazoreazione 
«diretta». Il sistema é@ arricchito di coenzima, 
UDPGA, per aggiunta di 1 cc di estratto acquoso 
1:4 di fegato bollito. Se lestratto é ricco di co- 
enzima (fegato adulto normale) e l’omogenato é 
molto attivo (fegato adulto normale), l’aggiunta del- 
lestratto raddoppia all’incirca l’attivita coniugante. 
Quindi, in presenza di omogenato di fegato adulto 
normale, l’attivita che si riscontra nel sistema per 
aggiunta di determinati estratti fornisce una valu- 
tazione approssimata del contenuto in coenzima 
degli estratti stessi; inversamente, in presenza di 
estratto di fegato adulto normale, il sistema da una 
valutazione dell’attivita enzimatica dell’omogenato. 

La ricerca é stata impostata in senso rigorosamente 
comparativo, vale a dire conducendo sempre con- 
temporaneamente un piccolo numero di prove, con 
lo stesso estratto quando si paragonavano gli omo- 
genati, e con lo stesso omogenato quando si para- 
gonavano gli estratti. Per ogni seduta, l’estratto di 
fegato adulto normale era preparato da 2 atti. 
Tutte le prove sono state eseguite in duplicato. 

Per lo studio del fegato rigenerante, i ratti sono 
stati parzialmente epatectomizzati secondo Hig- 
gins e Anderson (13): il fegato asportato, in questi 
ratti, corrispondeva al 68,5 % del totale e il fegato 
residuo al 31,5 °%. Lo studio del fegato rigenerante 
si é limitato alla 24* e 48* ora dopo l’operazione, 
vale a dire al periodo di piu rapida crescita com- 
pensatoria dell’organo. Gli animali di controllo 
sono stati sottoposti a finta operazione. 


RISULTATI 


Il paragone fra i ratti parzialmente epa- 
tectomizzati e i ratti finti-operati é ripor- 
tato nella tabella. 

Consideriamo anzitutto il confronto fra 
gli omogenati di fegato rigenerante e gli 
omogenati dei fegati controlli in presenza 
di quantita ottimale di coenzima (estratto 
di fegato normale: colonne I* e II*). 

I dati, riferiti all’unita di peso del tessuto 
(7 coniugati dal sistema e +/g fegato/h), non 
mostrano nessuna differenza significativa, né 
alla 24? né alla 48* ora. Riferiti invece al- 
l’unita di N dell’omogenato, dimostrano alla 
24* ora un attivita significativamente pit 
alta nei fegati rigeneranti rispetto ai controlli 
(3,1 rispetto a 2,4; p = 0,02). Cid si spiega 
col fatto che, per unita di peso, il contenuto 
di N del fegato rigenerante é significativa- 
mente diminuito. 
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La capacita degli estratti dei fegati rigene- 
ranti e dei fegati controlli di stimolare /’at- 
tivita di omogenati di fegato normale (co- 
lonne IIl* e IV*) é risultata sostanzialmente 
sovrapponibile in entrambe esperienze 
(24° e 48* ora). 


COMMENTO E CONCLUSIONI 


Questi risultati indicano che nel fegato ri- 
generante, a differenza da quanto é noto per 
il fegato neonatale, non é dimostrabile, col 
metodo adottato, una depressione del si- 
stema coniugante la bilirubina, né nella sua 
componente coenzimatica (UDPGA) né in 
glicuronil-transferasica: quest’ ultima, 
anzi, alla 24* ora appare semmai aumentata 
relativamente alla concentrazione _proteica 
del tessuto. 

Il fatto che, inducendo una rapida crescita 
compensatoria in un fegato funzionalmente 
maturo, non si verifichi una depressione del 
meccanismo coniugante, permette di ricono- 
scere, nelle cellule epatiche rigeneranti, delle 
caratteristiche rispetto al metabolismo della 
bilirubina profondamente diverse da quelle 
fetali e neonatali, e pure suscettibili di in- 
teressanti riflessi fisiologici e biochimici. 

Sul piano della funzione d’organo, era noto 
dalle ricerche di Weinbren e Billing (14) che 
la clearance massimale epatica della Bilicubina, 
la quale é ridotta dall’epatectomia parziale 
in misura corrispondente alla riduzione del 
peso dell’organo, durante la rigenerazione 
rimane stazionaria per le prime 24 ore, ed 
incomincia a «crescere» parallelamente al 
peso dell’organo solo dalla 48* ora in poi. 

I miei risultati enzimatici indicano che 
anche alla 24* ora il sistema enzimatico. é 
«cresciuto» in modo corrispondente al peso 
del fegato. Il mancato aumento della clea- 
rance alla 24* ora non sembra quindi da ri- 
ferire ad un ritardato incremento del sistema 
enzimatico, ma piuttosto ad altri fattori, che 
otrebbero consistere per esémpio in un re- 
lites ritardo nello sviluppo dei dotti biliari 
rispetto al parenchima significativo al ri- 
guardo che la massima frequenza mitotica 
negli epatociti sia alla 24* ora, nell’epitelio 
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TaBELLA — Coniugazione della bilirubina da parte di fegati rigeneranti e controlli (operazione finta). 


(Medie + errore standard) 


—— 


Omog. Rigen. 
Componenti del sistema 


Omog. Contr. 


(enzima e coenzima) 
Estratto fegato normale 


24h 

| Bilirubina coniugata: 
| 8.5 + 0.5 7.44 
y/mg N omog. 3.1 + 0.2 (**) 2.42 
y/g fegato/h 187 + 12 163 + 
48h 

Bilirubina coniugata: 
Y | 8.1 + 0.5 8.9 + 
| y/mg N omog. 2.8 + 0.2 2.7+ 
y/g fegato/h 178 + 12 195 + 


Estr. Rigen. Estr. Contr. 
Omogenato fegato normale 
(*) 
0.4 7-7 +0.7 8.3 + 0.6 
0.1 (**) 2.3 + 0.2 2.§ + 0.2 
9 169 + 15 183 + 14 
(*) 
+ 0.5 8.3 + 1.0 1.2 
0.2 2.5 + 0.3 2.4 + 0.4 
12 182 + 22 174 + 27 


_ (*) Numero dei ratti: 9 per gruppo nel confronto tra omogenati; 6 per gruppo nel confronto tra estratti. Il peso dei fegati 
rigeneranti, in % del totale all’operazione, era di $1.2 alla 24* h e di 63.8 alla 48* h (valore al tempo zero: 31.5). 


(**) t della differenza = 2.58; P = 0.02. 


Composizione delle prove: bilirubina in soluzione 0,3% di albumina, I cc (~ 40 y); buffer fosfati P. 5 M pH 7,4, 0,3 cc; 
MgCl, 0,3 M, 0,1 cc; estratto acquoso 1:4 di fegato, I cc; omogenato di fegato 10% (1+10 p/v) in KCI isotonico, 1 cc. Incu- 


bazione a 37° C per 30’ in ambiente di aria. 


biliare alla 48* ora) (15), oppure in una 
temporanea riduzione della permeabilita 
della membrana epatocitica alla bilirubina 
(cfr. 16). 

Dal punto di vista biochimico, merita di 
essere sottolineato anzitutto il comporta- 
mento della glicuronil-transferasi rispetto a 
quello di altre attivita enzimatiche, special- 
mente in rapporto alla distribuzione sub-cel- 
lulare dei singoli enzimi. Da un esame dei dati 
propri e della letteratura, Greenbaum e Coll. 
(17) concludono che in linea generale dopo 
epatectomia parziale gli enzimi dei mito- 
condri tendono ad essere «rigenerati» pit 
lentamente del peso dell’organo, mentre il 
complemento dei microsomi é « rigenerato » 
pitt rapidamente. I nostri reperti si accordano 
in questo senso: infatti la glicuronil-tran- 
sferasi (microsomi) risulta essere rigenerata 
con velocita almeno pari a quella del peso 


del fegato. Con cid non si vuole tuttavia ap- 
poggiare incondizionatamente la generaliz- 
zazione di Greenbaum e Coll., che d’altra 
parte é stata discussa (18). 

Anche il comportamento del coenzima, 
UDPGA, pur non avendo mostrato modifi- 
cazioni di concentrazione, non é per questo 
meno interessante perché dimostra la notevole 
capacita del fegato, che in due giorni ha rad- 
doppiato il suo peso, di mantenersi dotato di 
questo nucleotide. 


RIASSUNTO 


E stato studiato il sistema coniugante la bilirubina 
nel fegato di ratti parzialmente epatectomizzati in 
paragone con ratti finti-operati. Né l’attivita gli- 
curonil-transferasica né la concentrazione di UDPGA 
sono apparsi modificati dalla crescita compensa- 
toria del tessuto, a differenza di quanto si osserva nella 
crescita fetale ¢ neonatale del fegato. 
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RESUME 


Conjugaison glycuronique de la bilirubine dans le foie 
de rat. 


L’on a étudié le systéme conjugant la bilirubine 
dans le foie de rats partialement hépatectomisés 
en comparaison avec des rats soumis a de fausses 
interventions. Ni I’activité glycuronil-transférasique 
ni la concentration de UDPGA ont été modifiées 
par la croissance compensatoire du tissu, contraire- 
ment a ce qu’on observe dans la croissance foetale 
et néo-natale du foie. 


SUMMARY 


Bilirubin conjugation in the regenerating rat liver. 


The bilirubin conjugating system in the liver of 
partially hepatectomized rats has been studied in 
comparison with sham-operated rats. Unlike what 
is observed in the foetal and neonatal growth of the 
liver, neither the glucuronyl-transferase activity 
nor the UDPGA concentration appeared to be 
decreased during the early compensatory growth 
of the tissue. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Glykuronische Konjugation des Bilirubins in der in 
Regeneration stehenden Rattenleber. 


Es wurde das System studiert, durch welches die 
Konjugation des Bilirubins in der Rattenleber statt- 
findet, sei es bei hepatektomisierten Ratten, -als 
auch beim Vergleich mit scheinbar-operierten Rat- 
ten. Weder die Glykuronil-transferasiche Aktivitit, 
noch die UDPGA-Konzentration werden durch den 
kompensatorischen Zuwachs des Gewebes geandert, 
im Gegensatz zu den Beobachtungen bei dem féta- 
len und neonatalen Wachstum der Leber. 
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RESUMEN 


Conjugacién glicurdnica de la bilirrubina en el higado 
regenerante de rata. 

Se ha estudiado el sistema conjugante la bilirru- 
bina en el higado de ratas parcialmente hepatotec- 
tomizadas en comparacidn con ratas sometidas a ope- 
racién falsa. Ni la actividad glicuronil-transferasica ni 
la concentracién de UDPGA aparecieron modifi- 
cadas por el crecimiento compensatorio del tejido, 
a diferencia de cuanto se observa en el crecimiento 
fetal y neonatal del higado. 
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LABORATORI DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S.p.A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Attivita comparativa del prednisolone, del dexrametasone 
e di altri derivati fluorurati del prednisolone 
sulla triptofano-perossidasi-ossidasi (*) 


E. GINOULHIAC 


E stata dimostrata nel 1951 da Knox (1) 
una correlazione fra stimolazione del si- 
stema ipofisi-surrenalico e adattamento della 
triptofan-perossidasi-ossidasi (TPO **); in se- 
guito Thomson e Mikuta (2) e numerosi altri 
ricercatori (3, 4, §, 6) hanno visto che la 
somministrazione di corticosteroidi glucoattivi 
determina nel fegato spiccati aumenti dell’at- 
tivita TPO. Nel 1954 Thomson e Mikuta 
(7), avendo riscontrato una correlazione fra 
dosi di cortisone o idrocortisone e aumento 
di attivita TPO, hanno prospettato la possi- 
bilita di utilizzare questa risposta enzimatica 
come test di valutazione biologica dei cor- 
tisonici. 

La possibilita di disporre attualmente di 
una serie di cortisonici che sono gia stati con- 
frontati per altre attivita biologiche, mi ha 
suggerito di sottoporre a controllo sperimen- 
tale la proposta di Thomson e Mikuta sia 
per verificare se la risposta della TPO poteva 
corrispondere ai requisiti di un dosaggio bio- 
logico, sia, in caso positivo, per stabilire in 
quale rapporto il risultato stava nei confronti 
di quello fornito da altre prove di attivita. 

I prodotti scelti per le mie esperienze pos- 
siedono tutti la stessa struttura fondamentale 
del prednisolone con alcune varianti: essi 
sono il A,-idrocortisone o prednisolone, 
il 9z-fluoro-A,-idrocortisone o fluoro-pred- 
nisolone, il 9x-fluoro-16z-idrossi-A ,-idrocor- 


(*) Comunicazione alle V* Giornate Biochimiche Latine, 
Barcellona, 22-24 maggio 1959. 
(**) Secondo un recente lavoro di Tanaka e Knox (J. biol. 
Chem., 1959, 234, 1162) questo enzima deve essere indicato con 
il pi appropriato nome di Triptofan pirrolasi. 


tisone o triamcinolone e il 9z-fluoro-16z- 
-metil-A,-idrocortisone o dexametasone. Ho 
usato per ciascun prodotto varie dosi che 
vanno dalla pit bassa del dexametasone di 
2,5 y/kg alla pid alta del prednisolone di 
5 mg/kg. 

Le esperienze sono state eseguite su gruppi 
omogenei di ratti Sprague-Dawley del peso 
medio di 160-180 g, surrenectomizzati bi- 
lateralmente e dopo 7 giorni iniettati per via 
intraperitoneale, ciascuno con una dose sin- 
gola dei vari steroidi presi in esame. Le so- 
stanze erano solubilizzate in soluzione fisio- 
logica-etanolo 5% ed ogni dose portata al 
volume di 1 ml. A 6 ore dall’iniezione i ratti 
sono stati sacrificati in narcosi da Nembutal 
ed il fegato rapidamente prelevato per la de- 
terminazione dell’attivita TPO secondo il 
metodo di Knox e Mehler (8). 

I risultati delle mie prove sono riassunti 
nella tabella I che indica per ogni steroide 
saggiato le dosi iniettate e per ognuna di esse 
la media delle risposte di attivita TPO + 
la deviazione standard. I dati della tabella 
mostrano che tutti gli steroidi esaminati hanno 
influenzato l’attivita TPO, che questa influen- 
za si ¢ manifestata nel senso di un aumento 
dell’effetto inducente, che i valori riscon- 
trati per ogni singolo prodotto aumentano 
con l’aumentare delle dosi e che alcuni com- 
posti sono attivi a dosi piccole, altri a dosi 
molto maggiori. 

Nella elaborazione di questi dati ho tenuto 
presente la necessita di considerare il rapporto 
dose /effetto per ciascun prodotto e la possibilita 
di confronto di attivita dei diversi cortisonici. 
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La linearita di risposta dose/effetto per 
ciascun steroide risulta gid dalle rette di re- 
gressione ricavate ponendo su scala semilo- 
garitmica in ascisse l’effetto e in ordinate le 
dosi; per rendere possibile il confronto di 
attivita fra i diversi composti ho elaborato 
i dati secondo l’equazione di Lineweaver e 
Burk come la meglio adatta alla valutazione 
di reazioni enzimatiche. 

Il grafico presenta le rette di regressione 
costruite con il metodo dei minimi quadrati, 


utilizzando gli inversi dei valori ottenuti spe- 
rimentalmente. Sui dati cosi trasformati é 
stata eseguita l’analisi della varianza (9) che 
dimostra la linearita delle regressioni (ta- 
bella Il). Si ha per ciascun prodotto una pen- 
denza caratteristica: dal confronto delle pen- 
denze delle singole rette si ottiene il rapporto 
di attivita fra gli steroidi saggiati. 
Dall’esame del grafico si rivela che la retta 
di regressione del dexametasone, convergente 
con quella dei vari steroidi esaminati, ha perd 


TABELLA I — Effetto di steroidi cortisonosimili sull’attivita TPO del fegato di ratto. 


PREDNISOLONE 


Dose steroidi y/kg 
peso corporeo 


20 1,98 + 0,43 (8) 


59 2,20 + 0,57 (7) 2,83 + 0,87 (12) 
| 25° 3,58 + 0,90 (8) 


+ 


200 5+53 + 2,05 (8) 
450 5,18 + 1,60 (8) 
7,60 


H- 


1,49 (7) 


1000 9,92 + 0,46 (8) 
§000 10,79 + 2,57 (6) 


FLUOROPREDNISOLONE 


Attivita TPO: mg chinurenina/10oo mg N‘h (*) 


TRIAMCINOLONE | 


DEXAMETASONE 


1,87 + 0,36 (8) 
2,58 + 0,49 (6) 
5,17 + 0,82 (8) 
2,42 + 0,76 (8) 6,26 + 1,95 (6) 


He 


2,20 (13) 
4,16 + 0,75 (7) 


4,83 + 0,64 (8) 


5,87 + 0,84 (6) 
8,53 + 2,80) 


(*) L’attivita TPO é stata determinata su omogenato di fegato di ratto al 10 ° 


6. Il sistema posto ad incubare sotto agitazione per 


1h a 38° é costituito da: tampone fosfati 0,2 M pH 7 cc 0,5 + KCl 0,14M contenente 2,5 mMol NaOH /I cc 2 + L-triptofano 


0,03 M, cc 0,3 + omo 
0,2.N ce 2 e filtrare. 
a 100 mg N dell’omogenato. 


enato 10% cc 2. Allo scadere del tempo di incubazione, deproteinizzare con Zn acetato 5% cc 2 + NaOH 
alla lettura nell’U.V. a 4 360 mu si calcola la quantita di chinurenina extraformata che viene poi riferita 


In ratti surrenectomizzati di contiollo trattati con sola fisiologica: TRO = 0,84 + 0,21 (10). 


In parentesi il numero di animali per gruppo. 
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EFFETTO DI DIVERSI STEROIDI SULL’ATTIVITA TPO 


0 20 40 #60 80 100 120 140 160 180 200 


. 10°95 


(A) prednisolone — = 0,161 + 16,596 =; 


| (C) triamcinolone —— = 0,160 + 4,424 —; 


x = dose steroide iniettata y/kg peso corporeo; y = mg chinurenina extraformata/h/100 mg N dell’omogenato; 


(B) fluoroprednisolone = = 0,178 + 7,622 : H 


I I 
(D) dexametasone - 0,10I + 1,195 


TABELLA II — Risultati dell’analisi della varianza. 


} F P } 
Regressione Deviazione Regressione Deviazione 
lineare dalla linearita lineare dalla linearita 
68 ,82 1,590 < 0,001 > 0,05 
| fluoroprednisolone 126,73 7,179 < 0,001 > 0,05 
51,98 0,524 < 0,001 > 0,05 
150,96 1,270 < 0,001 > 0,05 


un punto di origine sensibilmente spostato 
tispetto alle altre; questo diverso comporta- 


per 
\fano mento potrebbe essere correlato con qualche 
a differenza nel meccanismo d’azione (*). 


(*) Un’ulteriore analisi statistica dei dati sara trattata altrove 
dal Dr. F. B. Nicolis. 


Tuttavia il grafico come tale, senza il cal- 
colo dei limiti fiduciali del rapporto di atti- 
vita, esprime gia con sufficiente evidenza che 
é seule usare il test di attivita TPO per 
una valutazione biologica dei cortisonici. A 
questo proposito e per lo scopo prefisso, ri- 
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tengo utile ricordare che, oltre ai normali 
accorgimenti che si debbono usare nella con- 
dotta di un dosaggio biologico di steroidi cor- 
tisonici (animali omogenei per ceppo, sesso, 
peso, eta; surrenectomia totale e bilaterale in 
narcosi eterea; somministrazione di uno stesso 
volume di solventi per dosi diverse; ecc.), 
sono necessarie le seguenti condizioni che 
ho visto essenziali per la validita e l’applica- 
bilita del metodo: 


1) scelta opportuna delle dosi da som- 
ministrare nell’ambito di risposta utile del- 
l’attivita enzimatica, escludendo cioé le dosi 
limite ; 

2) tempo dalla surrenectomia uguale 
per tutte le prove, non inferiore ai 5 giorni 
€ nemmeno superiore ai 7 (nelle mie espe- 
rienze ho tenuto fisso l’intervallo di 7 giorni); 

3) intervallo di 6 ore in tutte le prove 
fra la somministrazione di steroide ed if pre- 
lievo del fegato per la preparazione dell’ omo- 
genato; questo tempo é  verosimilmente 
dipendente anche dalla via di sommini- 
strazione. Da numerose sistematiche prove 
da me effettuate a 4, 5, 6, 7 ore dalla som- 
ministrazione per vie diverse con lo steroide, 
lintervallo ottimale risultato quello indi- 


cato di 6 ore dall’iniezione praticata per via 
intraperitoneale (questa via di somministra- 
zione offre il vantaggio di poter essere utiliz. 
zata anche con sospensioni si sostanze scars 
mente solubili). 


Per l’esecuzione del test di attivita enz- 
matica valgono le indicazioni fornite dal me- 
todo citato e prima riassunto in calce alla 
tabella I. 

Nella tabella III sono riportati i rapporti 
di attivita del prednisolone e di suoi derivati 
su alcuni tests biologici. L’analisi dei dati 
mette in evidenza che, nella serie dei composti 
studiati, le variazioni dell’attivita TPO 
allineano con le altre nel senso che l’introdu- 
zione di un atomo di Fl in posizione 9z fa 
aumentare I’attivita su tutti i tests presi in 
esame e che l’introduzione di un -CH; pro- 
voca risposte maggiori se attaccato in posi- 
zione 16x; nel dexametasone infatti, che rea- 
lizza contemporaneamente le due condizioni 
suddette, si ritrovano i rapporti di attiviti 
pid favorevoli. 

In particolare si deve mettere in rilievo il 
fatto che i valori di TPO si riferiscono a 
ratti surrenectomizzati, mentre quelli sui 
tests di accumulo di glicogeno epatico e di 
granuloma ‘da « pellets » tratti da Arth e Coll. 


Tasetta III - Confronto di alcuni derivati del A,-idrocortisone su vari tests biologici. 


| II Ill 
} TPO Accu mulo Granuloma 
glicogeno epatico da pellets 
I I I 
2,17 357 | 3.4 
;—idrocortisone ...... 3,17 354 1,4 
92-fluoro-16 =—metil—A,-idrocortisone ....... 13,80 * 
621-—metil—A ,-idrocortisone 0,4 1,4 
1,4 3.4 


N. B, — I dati delle colonne II e III sono ricavati da Arth e Coll. (10) facendo il prednisolone = 1, ¢ si riferiscono a prove effettuate 


Su rattl integri ¢ somministrazione di steroide per via orale. 


Quelli segnati con * sono dati ottenuti da me in prove effettuate su ratti adrenalectomizzati ¢ som ministrazioni di steroide per 
via sottocutanea (per le prove sulla TPO la somministrazione é fatta per via intraperitoneale). 
In letteratura vi é un altro dato (11) sul test tasca da granuloma, con un valore di 6,5 in confronto di quelli riportati nella ta- 


bella per il test granuloma da pellets. 
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(10) sono stati ottenuti su ratti non surre- 
nectomizzati. 

Il confronto di attivita sui tre suddetti tests 
biologici in animali surrenectomizzati pud 
essere fatto soltanto nelle prove da me con- 
dotte con dexametasone e prednisolone; in 
queste prove i valori di attivita TPO e di 
accumulo di glicogeno epatico sono molto 
vicini e corrispondono approssimativamente 
alla meta del valore ottenuto con il test del 
granuloma da « pellets ». E interessante notare 
che i primi due tests sono quelli a pit deciso 
significato_metabolico. 

Se questi rapporti venissero confermati da 
Pes we esperienze comparative con tutta 
la serie dei derivati del prednisolone, si po- 
trebbe precisare meglio il valore da attribuire 
al test di attivita TPO, in riferimento agli 
altri tests biologici e per un possibile trasfe- 
rimento sul piano clinico. 


RIASSUNTO 


Allo scopo di indagare un nuovo test di valuta- 
zione biologica dei cortisonici sono state studiate 
le variazioni dell’attivita TPO nel ratto a seguito 
di somministrazioni di prednisolone, 92-fluoro-pred- 
nisolone, 92-fluoro-162-idrossiprednisolone e triam- 
cinolone, 92-fluoro-162-metilprednisolone o dexa- 
metasone, a dosi varie. I dati sono stati elaborati 
applicando l’equazione di Lineweaver e Burk per 
la costruzione delle rette di regressione che ripor- 
tate in grafico indicano per ciascun prodotto un 
tapporto dose/effetto e una pendenza caratteristica: 
dal confronto di queste pendenze si ottiene il rap- 
porto di attivita degli steroidi saggiati. Il test TPO 
si presta dunque alla valutazione biologica di cor- 
tisonici quando eseguito osservando determinate 
condiziom che I’A. indica come essenziali per la 
validita del metodo. Si riportano infine alcuni dati 
comparativi eseguiti con altri tests biologici e¢ si 
rileva che l’attivita TPO si allinea fra le prove a 
significato’ metabolico. 


RESUME 


Activité comparative de la prednisolone, du dexaméthasone 
et d'autres fluor-dérivés de la prednisolone sur la 
tryptophane-péroxydase-oxydase. 

Pour faire des recherches au sujet d’un nouveau 

test d’évaluation biologique des cortisoniques on a 

étudié les variations de l’activité TPO dans le rat 


4 la suite d’administrations de prednisolone, 92-fluor- 
prednisolone, 92-fluor-162-hydroxyprednisolone et 
triamcinolone, 92-fluor-162-méthylprednisolone en 


doses différentes. Les informations ont été élaborées 
en appliquant l’équation de Linaweaver et Burk 
pour la construction des lignes droites de régression 
qui, rapportées sur le graphique, indiquent pour 
chaque produit un rapport dose/effet et une incli- 
naison caractéristique: en comparant ces deux incli- 
naisons on obtient le rapport d’activité des stéroides 
essayés. Le test TPO se préte pourtant 4 |’évaluation 
biologique des cortisoniques quand on leffectue 
en observant certaines conditions que |’auteur 
indique comme essentielles pour la validité de la 
méthode. L’on mentionne enfin quelques données 
de comparaison exécutées avec d'autres tests bio- 
logiques et on remarque que l’activité TPO s’aligne 
parmi les expériences de signification métabolique. 


SUMMARY 


Comparative activity of prednisolone, dexamethasone and 
other fluoro-derivatives of prednisolone on trypto- 
phan-peroxydase-oxydase. 

In order to investigate a new test for the biological 
evaluation of corticoids, the variations of TPO 
activity were studied in the rat following admini- 
stration of different doses of prednisolone, 92- 
-fluoroprednisolone, 92-methylprednisolone (tri- 
amcinolone), and  92-fluoro-162-methylpredniso- 
lone (dexamethasone). The results were divomed 
according to Lineweawer and Burk’s equation and 
regression lines were obtained which indicate for 
each steroid a dose-effect relationship and a 
characteristic slope; from the comparison of the 
slopes an activity ratio can be obtained. The TPO 
test is suitable for the biological evaluation of cor- 
ticoids when performed under some conditions 
which are considered by the A. to be essential 
for the validity of the method. Some compa- 
rative data obtained by other tests are also re- 
ported showing that TPO activity may be included 
in the group of tests referring to the metabolic 
activity. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Vergleichende Aktivitét des Prednisolons, des Dexa- 
methasons und anderer fluorierten Derivate des Pred- 
nisolons auf die Tryptophan-peroxydase-oxydase. 
Mit dem Ziel, einen neuen Test fiir die biologische 

Wertung der Cortisonderivate zu priifen, wurden 

die Verinderungen der TPO-Aktivitat  studiert, 

welche bei der Ratte durch Verabreichung von 
verschiedenen Dosen von Prednisolon, 92-Fluor- 
prednisolon, 92-Fluor-162-hydroxyprednisolon oder 

Triamcinolon, 92-Fluor-162-methylprednisolon oder 

Dexamethason verursacht werden. Die erhaltenen 

Angaben wurden mit Hilfe der Lineweaver-und- 

Burk’schem Aquation fiir die Konstruktion der 

Regressionsgeraden ausgearbeitet. Diese werden 

in einem Graphikon viedergegeben und zeigen fiir 

jedes der studierten Praparate ein Verhiltnis Do- 
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sis/ Wirkung, sowie eine charakteristische Neigung: 
aus dem Vergleich dieser Neigungen erhalt man 
das Wirkungsverhiltnis der getesteten Steroide. 
Der TPO-Test kann also zur biologischen Wer- 
tung der cortisonkérper dienen, falls es unter 
Beachtung bestimmter Bedingungen — welche der 
Verfasser als unentbehrlich fiir die Giiltigkeit der 
Methode erachtet -— ausgefiihrt wird. Es werden 
zuletzt einige vergleichende Angaben mit anderen 
biologischen Testen wiedergegeben und es wird 
hervorgehoben, dass die TPO-Aktivitat unter die 
Proben mit metabolischer Bedeutung eingereiht 
werden kann. 


RESUMEN 


Actividad comparativa de la prednisolona, de la dexa- 
metasona y de otros fitiorderivados de la prednisolona 
sobre la triptofano-peroxidasis-oxidasis. 


Con miras a hacer indagaciones referentes a un 
nuevo test de la valuacién bioldgica de los corti- 
sonicos han sido estudiadas las variaciones de la ac- 
tividad TPO en la rata a consecuencia de sumini- 
straciones de prednisolona, 92-fluorprednisolona, 
92-fluor-162-hidroxiprednisolona o triamicinolona, 
92-fluor-162-metilprednisolona o dexametasona, en 
dosis varias. Se obtuvieron estos datos aplicando 
la ecuacidn de Lineweaver y Burk para la con- 
struccion de las rectas de regresién que, llevadas 
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sobre el grafico, muestran para cada producto 
una relacion dosis/efecto y una inclinacién carac- 
teristica: de la comparacion de estas inclinaciones 
se obtiene la relacién de actividad de los esteroi- 
des ensayados. El test TPO se presta pues para la 
valuacién bioldgica de cortisénicos cuando se efectua 
teniendo en cuenta determinadas condiciones que 
el Autor indica como esenciales para la validez 
del método. Se transcriben en fin unos datos com- 
parativos de otros tests biolégicos y se destaca 
que la actividad TPO se alinea entre las pruebas 
de significado metabédlico. 
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LABORATORI DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S.p.A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


CATTEDRA DI PUERICULTURA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI «REAL CASA SANTA DELL’ANNUNZIATA» 
(Direttore: Prof. G. Murano) 


Effetto della somministrazione di cortisonici sul sistema 
enzimatico di coniugazione della bilirubina in omogenati 
e fettine di fegato di ratto neonato 


V. FERRARI - S. AURICCHIO - E. MARTUCCI 


La diazoreazione « diretta » della bilirubina 
metabolizzata dal fegato é stata riportata alla 
formazione di un complesso della bilirubina 
stessa con una proteina (1), con metalli pe- 
santi (2, 3) o anche alla sintesi di un estere del 
pigmento (4, $). Gli studi poi di Billing e Coll. 
(6, 7, 8), di Najjar e Childs (9), di Schmid (10), 
di Lathe e Walker (11) hanno dimostrato che 
per lo meno gran parte della bilirubina diretta 
é il prodotto della coniugazione epatica della 
bilirubina con acido glicuronico (*). 

Grodsky e Carbone (15) hanno allora stu- 
diato la sintesi della bilirubina diretta, in un 
sistema enzimatico simile a quello utilizzato 
da Dutton e Storey (16, 17) per la sintesi 
dei glicuronidi di vari fenoli; @ stato cosi 
possibile ottenere la glicuronazione della 
bilirubina, in presenza di un omogenato di 
fegato di ratto e di un estratto bollito dello 
stesso. Dutton e Storey (16) avevano infatti 
gia dimostrato la capacita di quest’ultimo 
di attivare il loro sistema enzimatico, essendo 
necessari per la sintesi del glicuronide (vedi 
schema) sia lenzima glicuronil-transferasi pre- 


(*) Del tutto recentemente Isselbacher e McCarthy (12) hanno 
dimostrato che, accanto al glicuronide della bilirubina, esistono 
altre forme di bilirubina diretta, quantitativamente perd meno 
importanti; nella bile umana esse costituirebbero circa il 20 % 
del pigmento diretto; la meta di questa quota é stata identificata 
come solfato di bilirubina. Noi considereremo, per semplicita, il 
glicuronide della bilirubina come sinonimo di bilirubina diretta 
€ prescinderemo dagli studi che dimostrano la capacita di sintesi 
glicuronidica in tessuti diversi dal fegato (13, 14 ed altri). 


sente negli omogenati e precisamente nella 
frazione microsomica, sia Pacido uridindifo- 
sfoglicuronico, presente nell’estratto (18, 19). 

Invece nel fegato di feto di ratto (20), con 
la stessa tecnica su indicata, sono apparsi 
trascurabili sia l’attivita glicuronil-transfera- 
sica (studiata misurando la sintesi della biliru- 
bina diretta nella miscela omogenato di fegato 
di feto + estratto di fegato di animale adulto) 
sia il contenuto in acido uridindifosfoglicu- 
ronico (dosato, in maniera approssimativa, 
misurando la sintesi della bilirubina diretta 
nella miscela: omogenato di fegato di ratto 
adulto + estratto dell’organo di feto); alla 
nascita si evidenzia poi l’attivita glicuronil- 
-transferasica che raggiunge i livelli adulti 
all’eta di 5-6 settimane. 

Lathe e Walker (11) hanno esteso questi 
studi, stabilendo le condizioni ottimali per 
la sintesi della bilirubina diretta e del glicuro- 
nide dell’o-aminofenolo in fettine ed omo- 
genati di fegato di animali diversi, e dimo- 
strando cosi l’incapacita del fegato del neo- 
nato umano prematuro di operare queste 
sintesi, anche in presenza di quantita notevoli 
di acido uridindifosfoglicuronico. 

La scarsa capacita di glicuronazione del 
fegato di uomo, topo e cavia, durante l’eta 
fetale e neonatale, sarebbe dovuta a deficit 
sia dell’acido uridindifosfoglicuronico che 
dell’attivita glicuronil-transferasica (21) ed uri- 


dindifosfoglucodeidrasica (22). 
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Queste recenti acquisizioni sul metabolismo 
della bilirubina hanno permesso, fra l’altro, 
una pill esatta comprensione della patogenesi 
dell’ittero fisiologico e di buona parte degli 
itteri patologici dell’eta neonatale; le iperbi- 
lirubinemie indirette di questa particolare 
epoca della vita sarebbero infatti dovute, in 
tutto o in parte, all’incapacita del fegato di 
provvedere all’escrezione anche di quella 
piccola quota di bilirubina che provenga dalla 
normale distruzione quotidiana eritrocitaria 
dell’1 % (23, 24). 

Dalla conoscenza di questa particolare situa- 
zione metabolica del neonato é venuta come 
conseguenza la ricerca di quei mezzi che, 
attivando gli enzimi della glicuroconiuga- 
zione, potessero prevenire e curare le temibili 
iperbilirubinemie indirette dell’eta neona- 
tale. 

Buoni risultati in tal senso sono stati ottenuti 
da Murano con la somministrazione di corti- 
sonici; in una comunicazione tenuta al VII° 
Congresso Internazionale di Ematologia, egli 
(25) ha riferito di avere ottenuto, con tem- 
pestivo impiego di cortisonici, in due casi di 
isoimmunizzazione materna da ABO, una 
netta diminuzione dei valori_ bilirubinemici, 
particolarmente della bilirubinemia indiretta, 
con aumento percentuale della diretta. Nel 
discutere il meccanismo dell’azione ipobili- 
rubinemizzante dei cortisonici, per la prima 
volta in letteratura si parlava di una eventuale 
influenza attivatrice di questi sulla trasforma- 
zione epatica della bilirubina indiretta in bili- 
rubina diretta. A conferma di cid veniva co- 
municato successivamente da Murano e Bar- 
bagallo (26) e poi da Murano (27) che, in 
alcuni neonati con itteri fisiologici partico- 
larmente intensi, si era avuta, in seguito a 
somministrazione di prednisolone, una pit o 
meno rapida caduta dei valori di bilirubi- 
nemia totale, con diminuzione soprattutto 
della quota indiretta ed aumento della per- 
centuale di bilirubina diretta. Sono state poi 
confermate da Murano e collaboratori l’azione 
ipobilirubinemizzante del prednisone e del 
prednisolone nell’ittero cosiddetto fisiologico 
de] neonato (27, 28) e soprattutto l’utilita di 
questa terapia in forme gravi di iperbilirubi- 
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nemia indiretta dell’eta neonatale (29, 30) ¢ 
nella profilassi quindi dell’ittero nucleare (31%), 

La dimostrazione inoltre di un effetto dej 
cortisonici sulla sintesi epatica della bilirubing 
diretta avrebbe potuto forse spiegare, in parte, 
l’effetto ipobilirubinemizzante da questi espli- 
cato in iets altre condizioni di iperbilirubj- 
nemia indiretta non caratteristiche dell’eti 
neonatale e soprattutto, secondo quanto su 
posto da Murano e Barbagallo (26), nel 
epatite virale (33, 34, 35, 36). 

In un recente articolo sulla glicuroconiuga- 
zione della bilirubina e sue modificazioni nel 
periodo neonatale e nell’epatite sperimentale, 
Schwartz-Tiene esamina anche il problema 
dei mezzi eventualmente utilizzabili per favo- 
rire detta coniugazione, e tra essi i cortisonici 
(37); a quest’ultimo proposito egli cita alcuni 
risultati preliminari di ricerche sperimentali 
di Careddu e Coll. (38), i quali indicano una 
maggiore coniugazione di bilirubina in omo- 
genati di fegato di cavie neonate trattate con 
cortisone rispetto a quella di animali non trat- 
tati. 

Per le ragioni su esposte, nelle presenti ri- 
cerche abbiamo ritenuto interessante lo studio 
della capacita di omogenati e di fettine di 
fegato di ratto, di eta diverse, di convertire 
in vitro la bilirubina indiretta in bilirubina 
diretta e dell’effetto che su questa conversione 
potesse eventualmente esplicare il trattamento 
degli animali con cortisonici. 


PARTE SPERIMENTALE 


Per lo studio del sistema epatico coniugante la 
bilirubina abbiamo dapprima impiegato la tecnica 
di Grodsky e Carbone (15) con omogenato, tenendo 
conto anche delle ultime precisazioni date da questi 
AA. (20); tale tecnica permette una valutazione se- 
parata dell’attivita glicuronil-transferasica e del con- 
tenuto in acido uridindifosfoglicuronico del fegato. 
Nelle altre ricerche abbiamo impiegato la tecnica 
di Lathe e Walker con fettine, successivamente 
descritta (11). 


(*) Recentemente Lathe e Walker (32) hanno dimostrato che 
la sintesi della bilirubina diretta operata da fettine di fegato di 
ratto é inibita da alcuni steroidi (pregnandiolo, progesterone, 
pregnanolone, deossicorticosterone ed etiocolanolone), ma non 
dal cortisone né dal cortisolo. 
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Esperienze con omogenato. — Queste sono state 
uite su covate di rattini di ceppo Italico, ciascuna 
di 4-10 neonati. Meta dei rattini di ogni covata 
era trattata con prednisone, l’altra meta serviva da 
controllo. Il trattamento iniziava il giorno succes- 
sivo a quello della nascita e durava § giorni. Il pred- 
nisone, sospeso in soluzione fisiologica, era iniettato 
s.c. alla dose di $0 y/ratto pro die per i primi tre 
giorni ¢ di 100 ¥/ratto pro die per i giorni successivi; 
ai rattini di controllo si iniettava sola soluzione 
fisiologica. 

Per lo studio dell’attivita glicuronil-transferasica, in 
ogni esperimento si procedeva come segue: si 
sacrificava un ratto maschio adulto normale dello 
stesso Ceppo e si preparava rapidamente l’estratto 
acquoso (I + 3 p/v) di fegato bollito in KCl isotonico 
da usare come extra-apporto di acido uridindifosfo- 
glicuronico; si sacrificavano allora i rattini neonati e 
su pools di 2 fegati degli animali trattati con steroide 
(e parallelamente su analoghi pools di quelli controllo) 
si preparava l’omogenato 10% (I+ 10 p/v), in 
KCl isotonico alcalino. Si procedeva poi all’allesti- 
mento delle prove, incubazione, ecc., come prescritto, 
impiegando sempre, per l’estratto di fegato aggiunto 
al sistema, il volume di 1 cc. In alcuni esperimenti 
si allestiva anche una prova con omogenato di fegato 
adulto, quest’ultimo preparato da un ratto adulto 
normale sacrificato al momento insieme ai rattini 
neonati. La soluzione di bilirubina (Hoffman La 
Roche) in siero albumina da usare come substrato é 


sempre stata privata delle tracce di cloroformio 
mediante gorgogliamento di Ng. Per il dosaggio 
della bilirubina «diretta» &@ apparso desiderabile 
aggiungere alle rispettive provette il « diazoblank » 
e il « diazoreattivo » contemporaneamente, in modo 
che al momento della lettura fosse passato 1 minuto 
esatto anche per il blank. Le letture sono state com- 
piute con fotometro Unicam e vaschette di 20 mm. 
Tutte le prove sono state eseguite in duplicato. 

Per lo studio del contenuto del fegato in acido 
uridindifosfoglicuronico in ogni esperimento si 
preparavano innanzi tutto gli estratti dei fegati di 
§ -rattini trattati, di § rattini controllo e in qualche 
caso anche di un ratto adulto normale. Si procedeva 
quindi alle prove, nelle quali i diversi estratti erano 
saggiati usando come enzima uno stesso omogenato 
di fegato adulto normale preparato al momento. 

I risultati ottenuti sono riportati nelle tabelle I e II. 
I valori ottenuti, nelle due serie di prove, con la mi- 
scela composta da entrambe le componenti adulte 
(omogenato di fegato adulto + estratto di fegato 
adulto) sono stati riuniti e vengono riportati in en- 
trambe le tabelle allo scopo di facilitare il paragone 
con gli altri risultati. 

Esperienze con fettine. - Con questa tecnica sono stati 
eseguiti due tipi di esperimento, uno su rattini neonati 
trattati dalla nascita per 2-5 giorni con una soluzione 
di prednisolone emisuccinato 0, per controllo, con 
eguale volume di soluzione fisiologica, l’altro pure 
su rattini in cui il trattamento é stato protratto dalla 


TaBELLA I — Esperienze con omogenati: effetto del prednisone sull’attivita glicuronil-transferasica del fegato 
di ratti neonati. 


(Prove con: omogenato fegato neonati controlli (O.C.); omogenato fegato neonati trattati (O.T.) e, per verifica del sistema, con 


; Peso Peso fegato 
Esperi- corporeo Y 
mento g 2% peso 
n. 8 corporeo 0.C 
C;T Cc T Cc 45 A 
| 10,$) 9,0, 0,309 0,332, 2,94 3,69 3,33 6,57 3,24 
| | 
2 10,0 9,5) 0,330 0,382 3,30 4,02 1,71 4,90 3,19 
3 10,0. 10,0, 0,298) 0,325 2,98 3,25 2,38 3,15 
4 10,0 9,5 0,296, 0,362 2,96 3,81 2,97 4,59 1,62 
§ 16,0, 12,5 0,461 0,515 2,88 4,12 1,98 3,78 
6 
7 
medie 11,3. 10,1) 0,339 0,383 3,01 3,78 2,47 5,47 3,00 


N.B. - Ogni cifra é ricavata da pools di 2 rattini. 


omogenato fegato adulto (O.A.), sempre in presenza di estratto di fegato adulto come coenzima). 


Bilirubina diretta ae Bilirubina 
100 mg fegato/45 — diretta 
y/100 g peso 


y/fegato/45 


re) O.A corporeo 4$° 
45 45 A |O.C.| OT. | O.C. 
2,88 §,94 3,06 2,79 9,54 6,75 10,0 10,2 95 113 
1,63 $,04 3,41 2,70 4,41 10,§ 13,0 105 137 
2,61 4,95 2,34 2,52 7,20 4,68 9,4 7,6 94 76 
2,97 5,67 2,70 3,24 9,27 6,03 4,8 9,8 48 103 
1,98 §,58 3,60 2,70 8,55 §,85 17.4 18,5 109 148 
2,34 7,02 4,68 
9,54 7,2 
2,41 5,43 3,02 2,65 8,32) 5,67 10,4 11,8 90 115 


Il paragone tra rattini trattati ¢ controlli in ogni esperimento é stato compiuto su animali della stessa covata. Le osservazioni sono 


State eseguite a 2-5 h dall’ultima dose. 
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nascita per 1§ giorni. Le condizioni di trattamento 
per queste esperienze sono riportate nelle tabelle 
Ill e IV. Tutti gli esperimenti di questo gruppo sono 
stati condotti su ratti di ceppo Wistar. 

E stata seguita fedelmente la tecnica per fettine 
descritta da Lathe e Walker (11), compresa quella 
di dosaggio della bilirubina « diretta ». Le sezioni di 
ogni fegato (0, nel caso dei neonati, gruppo di fegati) 
erano pero messe ad incubare appena preparate, in 
modo che dall’uccisione dell’animale all’inizio dal- 
Pincubazione non trascorrevano pit di 20-25 minuti. 


DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 


Come risulta dalle tabelle, l’attivita enzi- 
matica é stata da noi espressa: 


a) come attivita specifica = y di bilirubina 
coniugata per g di peso fresco di fegato per 
ora, nel caso delle fettine e per 100 mg di 
peso fresco per 45’, nel caso degli omogenati; 
si possono cosi paragonare i dati da noi ottenuti 
con quelli pubblicati in letteratura; non ab- 
biamo invece ritenuto necessario esprimere 
l’attivita specifica sulla base del contenuto in 
N, avendo alcune determinazioni sugli omo- 
genati rivelato valori corrispondenti per il 


fegato dei neonati trattati e per quello de 
controlli (in media 2,72 mg di N/g di fegato 
fresco; nei ratti adulti, in media 3,65 mg di 
N/g di fegato fresco). 

b) come attivita totale = y di bilirubina 
coniugata dal fegato intero, allo scopo di po- 
tere avere un primo criterio di paragone 
fra gruppi della stessa eta, trattati e non trat- 
tati, relativamente alla capacita funzionale 
dell’organo in toto. 


c) come attivita totale disponibile per 100 g 
di peso corporeo 


attivita totale del fegato x 100 


peso del corpo in g 


allo scopo di esprimere I’attivita enzimatica 
epatica in relazione alle necessita funzionalj 
dell’animale intero (39, 40). 

I risultati da noi ottenuti, con la tecnica di 
Grodsky e Carbone (15), su omogenati, di- 
mostrano innanzi tutto, per il fegato di ratto 
adulto, un’attivita coniugante specifica media 
di 5,67, che ben si accorda con i valori ripor- 


TABELLA II — Esperienze con omogenati: effetti del prednisone sulla capacita di estratti di fegato di ratti 
neonati di stimolare la coniugazione bilirubinica da parte di omogenati di fegato adulto. 


(Prove con estratto fegato neonati controlli (E.C.); estratto fegato neonati trattati (E.T.) e, per verifica del sistema, con estratto fegato 


adulto (E.A.), sempre in presenza di omogenato di fegato adulto come enzima). 


. Peso fegato Bilirubina diretta ae Bilirubina 
Esperi- PA y/100 mg fegato/45’ | 
mento g 2% peso | y/fegato — 
n. 8 corporeo E.C. E.T. E.A. 145 


I 10,4, 8,0 0,340 0,355 3,27 | 4,44 3,24 5,85 2,61 
| 2 8,7, 8,1) 0,272 0,332) 3,13 | 4,10 2,34 5,53 | 3,19 
3 | 10,6 10,41 0,262, 0,302 2.47 | 2,90 2,25 | §,30 | 3,05 
| 4 | 12,0 I1,2 0,373, 0,421 3,11 | 3,76 3,15 | 6,88 | 3,73 
§ | 15,2 11,6 0,545 0,506 3,58 | 4,36 2,61 | 7,11 4,50 
6 11,5 8,7, 0,352 0,365 3,06 | 4,20 2,70 | 7,02 4,32 
7 | 10,2 0,364) 0,428 3,57 4,50 3,42 6,66 3524 
| medie 11,2. 9,6 0,358] 0,387 3,17 | 4,04 2,82 | 6,34 3,52 


N.B. - Ogni cifra é ricavata da pools di § rattini. 


A | E.C.| E.T.| E.C. | E.T.| 


o | 45° | A | | | 
2,34 | 6,12 | 3,78 | 2,79 | 13,4, 85 | 168 | 


9954) 6475 | 8.9 | | | 

2,61 | 6,48 | 3,87 | 2,70 7,11 | 4,41 | 8,7 | 12,8 | Too | 1§9 
2,16 5,30 8,0 | 95 | 75 | gt 
| 3942 | 747 | 4405 3424 | 9.27 | 6,03 | 13,9 | 17,1 | 116 | 152 
2452 | $140 | 2,88 | 2+70 | 8,55 5,85 | 24,5 | 14,6 | 16r | 126 | 
2,97 6,30 | 3433 2,34 | 7,02 | 4,68 15,2 | 12,2 | 132 140 
3,24 7,02 | 3,78 2,25 | 9,54 | 7,29 | 11,8 16,2 | 116 | 170 

2,75 13,0 | 13,7 | 112 


I] paragone tra rattini trattati e controlli in ogni esperimento é stato compiuto su animali della stessa covata. Le osservazioni 


sono state eseguite a 2-5 h dall’ultima dose. 
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TaseL1A III - Esperienze con fettine di fegato: sintesi di bilirubina diretta in rattini trattati dalla nascita 
per 2-5 giorni con prednisolone emisuccinato (°) e in rattini controllo. 


| Peso fegato Bilirubina coniugata 
Esperi- Tratta- Peso corporeo | _ 
mento | | peso fegato /h fegato /h § peso 
n 8 __|___¢orporeo bis corporeo h 
T T Cc T Cc T 
| | | 
I 3 | 6,0 5,1 | 0,270 | 0,295| 4,50 | $,79 | 43.4 | 71,5 11,7 | 21,1 195 414 
2 3 6,0 4,1 0,268 0,266 4,47 6,49 75:5 89,4 20,2 23,8 337 $80 
3 4 9,0 5:7 | 0347 0,315 | 3,85 $+53 83,3 84,3 28,9 26,6 321 466 
4 4 954 7,6 0,316 0,347 | 3,36 4,56 61,1 80,6 19,3 28,0 205 367 
5 5 10,8 10,0 0,353 (0,424 3,27 4,24 87,8 94,6 31,0 40,1 287 401 
6 3 8,5 7:9 | 0,295 | 9,332) 3,47 4,20 43,2 | 117,0 12,7 38,8 150 491 
7 3 73 7,0 0,259 9,329 3,55 4,70 76,2 7551 19,7 24,7 271 353 
8 3 | 8,5 6,6 0,345 | 0,341 | 4,06 §,17 73,2 85,0 25,3 29,0 297 439 
9 2 | 72 6,0 0,276 0,302 | 3,84 §,03 42,7 49,3 11,8 14,9 164 248 
Medie | | 8,1 6,7 0,303 | 0,328 | 3,82 5,09 65,2 83,0 20,1 27,4 247 403 
t* | 4,56 2,42 9,92 2,33 2.79 6,07 
pe < 0,05 < 0,001 < 0,0§ < 0,05 < 0,001 


| < 0,01 


N.B. - Le cifre sono ricavate da pools di 4-5 animali. Il paragone tra rattini trattati (T) ¢ controlli (C) in ogni esperimento é stato 
compiuto su animali della stessa covata. Tutte le osservazioni sono state compiute a I-3 h dall’ultima dose. 


(°) Via sottocutanea. Dose: 150 y/capite/die. Ai controlli nei primi § esperimenti é stata iniettata soluzione fisiologica. 
(*) Calcolati col metodo del confronto fra due medie per rilievi a coppie. I valori tabulari di ¢ per 8 gradi di liberta e per P = 0,05; 


0,02; 0,01; 0,001 sono rispettivamente: 2,31; 2,90; 3,36; 5,04. 


tati dagli AA. americani (15); nel fegato di 
ratto neonato, al 5° giorno di vita, esiste invece 
un evidente deficit dell’attivita glicuronil- 
-transferasica (52 % dell’attivita del ratto adul- 
to); anche il contenuto in acido uridindifosfo- 
glicuronico é nettamente inferiore a quello 
dell’adulto (62% circa); i valori riportati da 
Grodsky, Carbone e Fanska (20) per il fegato 
di feto di ratti sono inferiori (appena il 10% 
dell’adulto). 

Gli esperimenti condotti su fettine, secondo 
la tecnica di Lathe e Walker (11), hanno perd 
tivelato, per il fegato di ratti dell’eta di 2-5 
giorni, un’attivita specifica media di 65,2 ed 
una attivita totale disponibile di 247, valori 
addirittura superiori a quelli ritrovati da noi 
nei ratti di 15 gg (rispettivamente 51,7 ¢ 159) 
e nei ratti adulti (55,7 ¢ 225*) ¢ da Lathe e 
Walker (11), sempre nei ratti adulti (57 di 
attivita specifica media). 


Noi abbiamo cioé osservato con la tecnica 
su omogenati di Grodsky e Carbone (15), 
nel fegato di ratto dell’eta di 5 giorni, un 
deficit della capacita di trasformazione della 
bilirubina indiretta in bilirubina diretta, che 
la tecnica su fettine di Lathe e Walker (11) non 
evidenzia affatto. La causa di questa differenza 
ed il suo significato ci sfuggono del tutto; 
ci sembra tuttavia opportuno considerare che 
il raggiungimento pe i primi giorni di 
vita extrauterina della piena capacita di sintesi 
glicuronidica pud variare con il variare della 
specie animale considerata ¢ la sua stima in 


(*) Queste cifre sono le medie dei risultati da noi ottenuti, 
con la tecnica per fettine di Lathe e Walker, su 8 ratti maschi 
dell’eta di $0 giorni, trattati per 7 giorni con soluzione fisiolo- 
gica. I valori ottenuti su un corrispondente gruppo di ratti 
trattati per via s.c. con prednisone sospeso in soluzione fisio- 
logica alla dose di § mg/kg pro die per 7 giorni, non sono stati 
significativamente differenti. 
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vitro deve tener conto delle diverse condizioni 
sperimentali attuate (11, 21). 

La somministrazione di cortisonici ha provo- 
cato nei ratti neonati, analogamente a quanto 
si verifica nel ratto adulto (41), diminuzione 
del peso corporeo, con un aumento del peso 
assoluto del fegato, in probabile rapporto 
con accumulo di glicogeno e di grassi (41, 

2, 43); significativamente aumentato é stato 
di conseguenza il peso del fegato, espresso in 
percento di peso corporeo. 

Il trattamento con prednisone non ha 
aumentato significativamente nel fegato dei 


ratti neonati né I’attivita glicuronil-transfera. 
sica, né il contenuto in acido uridindifosfo- 
glicuronico, quando questi sono stati deter. 
minati con la tecnica su omogenati di Grodsky 
e Carbone. 

Quando invece la capacita di sintesi della 
bilirubina diretta @ stata saggiata in presenza 
di fettine di fegato di ratto dell’eta di 2-5 
giorni, allora il trattamento si é rivelato capace 

i aumentare significativamente non solo 
lattivita coniugante specifica e quella to- 


tale, ma soprattutto l’attivita totale dispo- 
nibile. 


Tasetta IV - Esperienze con fettine di fegato: sintesi di bilirubina diretta in rattini trattati dalla nascita 


per I§ giorni con prednisolone emisuccinato (°) ¢ in rattini controllo. 


| 
Peso fegato Bilirubina coniugata 
8 g | y/g fegato/h | /fegato/h | pend 
| 

I 30 0,924 3,08 3,31 | 66,9 | 61,8 206 

2 31 0,935 3,01 3,03 60,0 56,1 | 181 

g 3 28 0,876 3,13 3535 45,6 | 39,9 142 

g 4 33 0,996 3,02 3,48 44,9 4457 | 135 

5 33 1,004 3,04 3,48 50,0 50,2 152 

6 33 1,027 3,12 3,51 | 42,3 4355 132 

31 3,58 3,29 | $1,9 $244 168 
‘Medie tes. | 31 + 0,72 0,967+ 0,02 3,14 + 0,08 3535+ 0,06 | 51,7 + 3,36 | 49,8 + 2,90 159 + 10,24 
I 26 0,987 3,80 1. at 
2 26 0,975 3575 2,98 62,6 61,0 255: 0 

g 4 29 1,110 3,83 3,20 67,3 74,8 258 

5 30 1,062 3554 3553 | 51,1 | 64,2 181 

6 30 1,105 3,68 3,50 45,2 §0,0 166 

7 25 1,020 4,08 349 | | | 184 

Medie + e.s. 27 + 0,903 * 1,022+0,03 3,75 + 0,07%* | | 


3,26 + 0,10| 58,3 + 4,48 59,3 + 4,46 | 218 + 17, 20*** 


(°) Via sottocutanea. Dosi: $0 y/ratto/die per i primi 3 giorni; 100 y/ratto/die dal 4° al 6° giorno; 150 y/ratto/die i giorni 
successivi. Osservazioni a 1-3 h dall’ultima dose. I ratti 1-3 ¢ 4-7 dei 


(*) P della differenza rispetto ai controlli: < 0,01; 
differenza rispetto ai controlli: < 
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due gruppi appartengono rispettivamente alla stessa covata. 


(**) P della differenza rispetto ai controlli: < 0,001; (***) P della 
0,02. Le altre differenze non sono significative. 
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GLICOGENO 


fosforilasi 
G-6-P) G-1-P 
fosfoglicomutasi 
PP-uridil 
transferasi 


UTP 


esocinasi 


GLUCOSIO ATP 


FOSFATO INORGANICO 


2DPN*+ 2DPNH R-OH R-GLICURONIDE 


UDPG-deidrogenasi 


UDPG 


glicuroniltransferasi 


Schema da Mills, Lochhead e Smith (46) - (ATP = adenosintrifosfato; UDP = uridindifosfato; UTP = uridintrifosfato; G-1-P = 
= glucosio-1-fosfato; G-6-P = glucosio-6-fosfato; UDPG = uridindifosfoglucosio; UDPGA = acido uridindifosfoglicuronico; 
DPN = difosfopiridinnucleotide). Nel fegato il glicogeno é la principale fonte di acido glicuronico, la diretta formazione di 
questo dal glucosio essendo di minore importanza, per la bassa attivita esocinasica epatica e¢ la posizione dell’equilibrio fosfogli- 
comutasico, favorente nettamente la formazione del glucosio-6-fosfato. 


Per l’interpretazione dei nostri risultati ci 
sembra opportuno tenere presente che, mentre 
negli omogenati, con aggiunta di estratto, si 
pud dosare la sola attivita glicuronil-transfe- 
rasica e soltanto approssimativamente il con- 
tenuto in acido uridindifosfoglicuronico, a 
causa anche della particolare labilita di questo 
nucleotide nei tessuti (21), nelle fettine invece 
si studia l’attivita glicuronil-transferasica in 
dipendenza della sintesi endogena di acido 
uridindifosfoglicuronico (e quindi, fra l’altro, 
del glicogeno e del glucosio-1-fosfato) ; queste 
ultime condizioni sperimentali potrebbero 
pertantoriflettere pit accuratamente il compor- 
tamento dell’organo in vivo. In via di ipotesi 
infatti si pud supporre che i cortisonici abbiano 
agito determinando un aumento del contenuto 
in glicogeno dell’epatocita; tale condizione 
porterebbe ad una pit attiva sintesi di gli- 
curonide (14, 44, 45, 46), poiché il glucosio- 
-I-fosfato, precursore dell’acido glicuronico, 
si forma, nel fegato, pid facilmente dal gli- 
cogeno che dal glucosio stesso, a causa della 
scarsa attivita esocinasica dell’organo (47, 48) 
e della posizione dell’equilibrio della reazione 
fosfoglicomutasica, spostato nettamente verso 
il glucosio-6-fosfato (vedi schema). 


A cid va aggiunto che, nel ratto nell’ uomo, 
durante l’eta neonatale l’azione neoglicogene- 
tica dei cortisonici potrebbe avere un signi- 
ficato diverso che nell’adulto (vedi i risultati 
negativi da noi ottenuti con ratti adulti e 
ratti dell’eta di 15 giorni); questi infatti agi- 
rebbero su di un fegato il cui contenuto in 
glicogeno ¢ diminuito, gia nelle prime ore 
di vita, a livelli di appena 1% circa del peso 
fresco, nettamente inferiori a quelli del- 
Yadulto (49). 

Si pud quindi supporre (si tratta, come 
dicevamo, di una semplice ipotesi di lavoro), 
che l’aumento del contenuto in glicogeno del 
fegato possa attivare, soprattutto durante l’eta 
neonatale, la biosintesi epatica del glicuro- 
nide della bilirubina. 

In conclusione, i nostri risultati sperimentali 
sembrano indicare che, secondo quanto sup- 

osto da Murano (25, 26, 27, 28, 29, 30), 
effetto ipobilirubinemizzante dei cortisonici 
nel neonato possa essere dovuto, per lo meno 
in parte, ad aumento della capacita del fegato 
di trasformare la bilirubina indiretta in bili- 
rubina diretta; altri meccanismi, tuttavia (50), 
forse ancora troppo ipotetici, non possono 
essere esclusi. 
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RIASSUNTO 


L’attivita glicuronil-transferasica e il contenuto di 
acido uridindifosfoglicuronico del fegato, valutati con 
la tecnica su omogenati di Grodsky e Carbone, non 
sono risultati significativamente modificati in 
rattini neonati trattati con prednisone per § giorni 
dopo la nascita. La sintesi di bilirubina diretta da parte 
di fettine di fegato, studiata con la tecnica di Lathe 
e Walker, @ apparsa significativamente aumentata 
in rattini trattati per 2-5 giorni dopo la nascita con 
prednisolone; in rattini di 15 e 50 giorni di eta tale 
effetto non é stato rilevato. 


RESUME 


Effet de administration de cortisoniques sur le systéme 
enzymatique de conjugaison de la bilirubine dans des 
homogénats et dans des coupes de foie de rat nouveau-né. 
L’activité glycuronil-transférasique et la teneur en 

acide uridine-diphosphoglycuronique du foie, éva- 

luées sur des homogénats selon la technique de 

Grodsky et Carbone, n’ont subi aucune modification 

significative chez des rats nouveau-nés traités avec 

prednisone pendant § jours aprés leur naissance. 

La synthése de la bilirubine directe opérée par des 

coupes de foie de rat, étudiée selon la technique 

de Lathe et Walker, s’est manifestée considérable- 
ment augmentée chez des petits rats traités avec 
prednisolone durant 2-5 jours aprés leur naissance; 

chez des petits rats de 15 et 50 jours cet effet n’a 

pas été constaté. 


SUMMARY 


Effects of cortisone-like treatment on the bilirubin-con- 
jugating enzyme system in liver homogenates and 
slices newborn rats. 

The glucuronyl-transferase activity and the uri- 
dine disphosphoglucuronic acid content of the 
liver, as estimated by the homogenate technic of 
Grodsky and Carbone, did not appear to be signi- 
ficantly changed in newborn rats treated with 
prednisone for 5 days after birth. The synthesis 
of direct-reacting bilirubin by liver slices, studied 
by the Lathe and Walker technic, appeared signi- 
ficantly increased in newborn rats treated with 
prednisolone for 2-5 days after birth; such effect 
was not recorded in rats of 15 or 50 days of age. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Auswirkungen der Verabreichung von Cortisonkérpern 
auf das enzymatische System der Konjugation des 
Bilirubins in Homogenaten und Leberscheibchen von 
neugeborenen Ratten. 

Die glykuronil-transferasische Aktivitat, sowie das 
Gehalt an Uridin-diphosphorglykuronsaure der Leber 
- beide nach der Methodik von Grodsky und Carbone 
auf Homogenate ausgewertet, wurden bei neuge- 
borenen Ratten, die mit Prednison 5 Tage hindurch 
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nach der Geburt behandelt worden waren, nicht 
bedeutend verandert. Die Synthese des dirckten 
Bilirubins von Seiten der Leberscheibchen - studiert 
nach der Methodik von Lathe und Walker - schien 
in Réattchen, die 2-5 Tage hindurch nach der 
Geburt mit Prednisolon behandelt worden waren, 
bedeutend erhéht zu sein. Diese Wirkung wurde 
bei 15- bis s0-Tage-alten Ratten nicht beobachtet, 


RESUMEN 


Efecto de la administracidén de cortisénicos sobre el sistema 
enzimdtico de conjugacién de la bilirrubina en homo- 
geneizados y cortes de higado de rata recién nacida, 
La actividad glicuronil-transferasica y el contenido 

de Acido uridin-difosfoglicurénico del higado, va- 
luados con la técnica sobre homogeneizados de 
Grodsky y Carbone no han resultado significativa- 
mente modificados en las ratas recién nacidas tra- 
tadas con prednisona durante 5 dias después de su 
nacimiento. La sintesis de bilirrubina directa por 
parte de cortes de higado, estudiada con la técnica 
de Lathe y Walker, aparecié significativamente 
aumentada en ratitas tratadas con prednisolona 
durante 2-5 dias después de su nacimiento; en ratitas 
de edad entre los 15 y 50 dias dicho efecto no ha 
sido advertido. 
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Argomenti di vitaminologia 


Ve Giornate Biochimiche Latine 


Pubblichiamo i riassunti delle Comunicazioni di argomento vitaminologico presentate 
alle V® Giornate Biochimiche Latine, che hanno avuto Iuogo a Barcellona dal 22 al 
24 maggio 1959, preceduti da un’ampia sintesi, redatta dal Prof. V. Ferrari, della 
Relazione 1 coenzimi della decarbossilazione del Prof. N. Siliprandi, Direttore del- 


P’ Istituto di Chimica Biologica dell’ Universita di Padova. 


I coenzimi della 


I coenzimi che intervengono nei processi 
di decarbossilazione sono, come é noto, la 
cocarbossilasi, il fosfato di piridossale e, con 
riserva, la biotina. 

Nel trattare di questi coenzimi in rapporto 
ai processi di decarbossilazione, |’O. precisa 
che intende riferirsi essenzialmente al mec- 
canismo non enzimatico della decarbossila- 
zione, vale a dire allo studio delle reazioni 
catalizzate dai coenzimi, indipendentemente 
dalla loro unione con gli apoenzimi naturali. 


COCARBOSSILASI 


Ricordate le tappe fondamentali che hanno 
portato alla scoperta di questo coenzima e 
alla individuazione della sua struttura chimica 
come di-fosfo-tiamina, o pirofosfato di tia- 
mina, |’O. considera anzitutto il problema 
della separazione della cocarbossilasi e degli 
altri esteri della tiamina con un numero mi- 
nore o maggiore di radicali fosforici, il- 
lustrando i risultati ottenuti con metodi cro- 
matografici ed elettroforetici. 

Tra gli esteri fosforici diversi dalla cocar- 
bossilasi egli si sofferma a sottolineare la re- 
cente dimostrazione della tri-fosfo-tiamina nel 
fegato ¢ nel lievito ed il significato che questo 
estere, pur privo di attivita coenzimatica sulla 
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decarbossilazione 


decarbossilazione del piruvato, potrebbe rive- 
stire fisiolagicamente: 1) precorsore della co- 
carbossilasi; 2) trasportatore di radicali fosfo- 
rici come l’ATP: 3) analogo della cocarbos- 
silasi cosi come il TPN lo é del DPN. 

La fosforilazione biologica della tiamina a 
cocarbossilasi avviene soprattutto nel fegato 
e, in misura minore, in altri tessuti; perché 
il processo avvenga é necessaria la respira- 
zione dei tessuti. Cid si spiega se si pensa 
che il processo richiede ATP, il quale é sinte- 
tizzato soprattutto nelle fosforilazioni os- 
sidative. La fosforilazione della tiamina a 
spese dell’ATP ha luogo per opera dell’en- 


zima tiamina-chinasi secondo la reazione: 


tiamina + ATP — di-fosfo-tiamina + AMP 


Il trasferimento dei gruppi fosforici del- 
ATP alla tiamina ha potuto essere dimostrato 
anche in vivo da Rossi-Fanelli e Coll. con 
limpiego di ATP marcato con P*. 

Una diminuzione del tasso di cocarbossilasi 
nei tessuti si ha nella carenza di tiamina; in 
questa condizione, piccole dosi di tiamina 
sono sufficienti per ripristinare i livelli nor- 
mali. La diminuzione di cocarbossilasi che 
si ha nel diabete, sia da allossana del ratto 
che spontaneo dell’uomo, invece non pud 
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essere riparata con la somministrazione di 
tiamina, ma solo con l’apporto contempo- 
raneo di tiamina e insulina. Quest’ultima 
probabilmente agisce attivando la tiamina- 
-chinasi. 

In rapporto con i favorevoli effetti eser- 
citati tile somministrazione di cocarbos- 
silasi nel diabete, l'O. esamina poi il pro- 
blema della penetrazione della cocarbossilasi 
nelle cellule, citando i risultati di esperienze 
personali, eseguite sui globuli rossi, in favore 
di tale possibilita, e contrari all’opinione dif- 
fusa che la cocarbossilasi possa penetrare 
nelle cellule solo dopo essere stata degradata 
a tiamina. 

Tali risultati dimostrano infatti che il coen- 
zima, marcato con P*, penetra effettiva- 
mente come tale nei globuli rossi — 0 almeno 
é fortemente adsorbito alla loro superficie — 
con una velocita che é proporzionale al grado 
iniziale di deplezione tiaminica dei globuli 
stessi. Inoltre, inibendo tiamina-chinasi 
con MnCl,, lincubazione dei globuli rossi 
con tiamina non determina alcun aumento 
di cocarbossilasi, mentre lincubazione con 
cocarbossilasi provoca un considerevole au- 
mento del tasso di coenzima. E da sottoli- 
neare tuttavia che la velocita di penetrazione 
della cocarbossilasi nei globuli rossi é infe- 
riore a quella della tiamina. 

Dopo aver esaminato gli esperimenti di 
dissociazione e ricostituzione Tella carbos- 
silasi, ’O. passa a trattare delle funzioni della 
cocarbossilasi nel metabolismo, ricordando le 
diverse reazioni catalizzate da enzimi dipen- 
denti dalla cocarbossilasi, reazioni la cui di- 
scussione particolare giata non rientra perd 
negli scopi della Conosciuta ini- 
zialmente come cofattore essenziale della 
carbossilasi del lievito, la cocarbossilasi é attual- 
mente riconosciuta come il cofattore di enzimi 
deputati alla trasformazione di acidi z-cheto- 
nici, di composti dicarbonilici e di fosfochetosi. 
Tuttavia, il suo intimo meccanismo d’azione 
deve essere ancora chiarito. 

Per comprendere il meccanismo dell’ azione 
catalitica della cocarbossilasi nel processo di de- 
carbossilazione, particolare interesse rivestono, 
secondo !’O., gli studi sulla decarbossila- 
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zione non enzimatica, che egli esamina in 
dettaglio. In effetti diversi AA., tra cui anche 
Siliprandi e Coll., hanno messo in evidenza 
che, incubando «-chetoacidi in presenza dj 
cocarbossilasi (0 ‘di tiamina, mono-fosfo- 
-tiamina, tiamina-disolfuro), si ha come con- 
seguenza un processo di decarbossilazione. 
Inoltre, gia da lungo tempo Langenbeck, in 
esperienze sui modelli chimici ‘ella decar- 
bossilazione non enzimatica, aveva osservato 
che alcune amine erano capaci di catalizzare 
la decarbossilazione di z-chetoacidi. 

Dopo la scoperta della cocarbossilasi, lo 
schema proposto da Langenbeck per spiegare 
la decarbossilazione degli 2-chetoacidi ad 
opera delle amine fu applicato all’interpre- 
tazione del meccanismo d’azione di questo 
coenzima. La validita di tale teoria risultd 
tuttavia menomata dal rilievo che il gruppo 
- NH, della cocarbossilasi possiede una reat- 
tivita molto bassa. Lipmann e Coll. valoriz- 
zarono allora il fatto che I’anello tiazolico 
della cocarbossilasi viene ridotto dall’idro- 
solfito e prospettarono la possibilita che la 
di-fosfo-tiamina svolga un ruolo essenziale 
nel processo ossido-riduttivo, fungendo da 
trasportatore di elettroni. 

I presupposti avanzati da Langenbeck e 
da Lipmann furono elaborati da Weil- 
-Malherbe in una nuova teoria che sfrut- 
tava sia Tintervento del gruppo -NH, 
sia la proprieta dell’anello tiazolico di ri- 
dursi reversibilmente in corrispondenza del 
legame tra atomo di N e atomo di C in 
posizione 2. 

Breslow e Wilsner avanzarono la _possi- 
bilita che la funzione della cocarbossilasi 
consista nello ionizzarsi in un anione atto 
a condensarsi col piruvato e che la ioniz- 
zazione riguardi il gruppo metilenico in- 
ternucleare, il quale diventerebbe cosi il 
gruppo attivo della molecola della cocarbos- 
silasi. Successive verifiche, basate sull’impiego 
di. deuterio, portavano perd ad escludere 
che la reazione di attivazione potesse av- 
venire esclusivamente a livello di questo 
gruppo. 

Lo stesso Breslow, dopo aver dimostrato 
che l’atomo d'idrogeno della posizione 2 
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dell’anello tiazolico si ionizza facilmente, 
ha proposto un nuovo e convincente mecca- 
nismo d’azione, in base al quale il processo 
di decarbossilazione potrebbe essere raffi- 
gurato nello schema A. 

La validita di questo schema, che finora 
é stata confermata, é tuttora allo studio da 
parte di diversi AA. Giustamente perd |’O. 
osserva che, anche ammettendo tale validita, 
diverse questioni sul meccanismo d’azione 
della cocarbossilasi rimarrebbero ancora aperte, 
come quella relativa all’importanza da rico- 
noscere all’anello pirimidinico e al gruppo 
metilenico che lo unisce all’anello tiazolico 
e ai rapporti tra azione della cocarbossilasi 
e dell’acido lipoico. 


PIrRIDOSSAL-FOSFATO 


L’O., dopo aver accennato ai principali 
contributi che hanno condotto al riconosci- 
mento della funzione coenzimatica dei deri- 
vati della vitamina Bg ed aver ricordato le 
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diverse forme naturali di detta vitamina 
(piridossina, piridossamina, piridossale, piri- 
illustra le 
possibilita di separazione e dosaggio di questi 
composti con tecniche elettroforetiche, su 
carta e su colonna, personalmente elaborate. 

Sotto forma di piridossal-fosfato, la vita- 
mina Bg costituisce il coenzima di una serie 
molto vasta di sistemi enzimatici, che I’O. 
passa in rassegna in rapporto al tipo di reazione 
che essi catalizzano, per poi passare senz al- 
tro a discutere le modalita d’intervento del 
coenzima in queste reazioni. 

Lo studio del meccanismo d’azione del piri- 
dossal-fosfato & stato facilitato dalla realizza- 
zione, soprattutto ad opera di Snell e Coll., 
di « modelli» semplici non enzimatici, capaci 
di riprodurre, con la sola presenza insieme 
ai reagenti del piridossale e di un catione 
polivalente (Cu++, Fe+++, Al+++), la mag- 
gior parte dei processi enzimatici nei quali 
interviene il piridossal-fosfato (transamina- 
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zione, racemizzazione di aminoacidi, decar- 
bossilazione dell’istidina, ecc.). 

Le interpretazioni pit accettate per spie- 
gare il meccanismo di reazione di questi mo- 
delli, elaborate da Metzler, Snell, Westhei- 
mer ed altri, ammettono che in un primo 
tempo si abbia la formazione di una base di 
Schiff tra piridossale e aminoacido chelata 
col metallo polivalente. Composti intermedi 
rispondenti a queste caratteristiche sono stati 
effettivamente individuati da diversi AA., 
sia partendo da piridossale e da un amino- 
acido che da piridoxamina e da un 2-cheto- 
acido, in presenza di ioni metallici; inoltre 
Fasella, Siliprandi e Coll. hanno potuto, a 
partire da alanina, piridossale e Al+++ o da 
piruvato, piridoxamina e Al*++*, isolare, me- 
diante cromatografia ad elettroforesi, un ala- 
nina-piridossal-chelato d’Al++* e un piruvato- 
-piridoxamina-chelato d’ Al**+*+ allo stato puro. 

Questi dati indicano chiaramente che la 
reazione di transaminazione procede in tutti 
i casi fino a raggiungere un equilibrio tra 
aminoacido e piridossale e tra z-chetoacido 
e piridoxamina. E da notare tuttavia che a 
partire dai composti intermedi costituiti da 
basi di Schiff chelate con metalli pud aver 
luogo non solo la reazione di transamina- 
zione, ma anche quella di decarbossilazione, 
come dimostrato nello schema proposto da 
Westheimer. 

Dopo aver esaminato altri aspetti della 
catalisi non enzimatica da parte del piridossale, 
l’O. discute il problema della validita di questi 
meccanismi non enzimatici agli effetti dei 
sistemi enzimatici richiedenti _piridossal-fo- 
sfato. Sulla base dei diversi dati comprovanti, 
durante la reazione transaminasica, linter- 
conversione enzimatica del piridossal-fosfato 
in piridoxamina-fosfato (Tannenbaum; Jen- 
kins e Sizer; Lis e Fasella — quest’ultima 
ricerca, tra l’altro, con isolamento e analisi 
dell’enzima-piridoxamina-fosfato — ), egli 
conclude che esiste una prova diretta della 
validita enzimatica delle reazioni sopra il- 
lustrate; si pud pertanto attribuire scarsa im- 
portanza ad altri dati sperimentali che, anche 
non escludendo questo meccanismo, potreb- 
bero condurre ad altre ipotesi. 
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Successivi punti discussi dall’O. riguardano 
per esempio, la funzione degli ioni metallic 
nelle reazioni non enzimatiche, la natura del 
legame tra _piridossal-fosfato apoenzima, 
linibizione degli enzimi di. 
pendenti da parte dell'idcazide isonicotinica, 

Per quanto riguarda il meccanismo della de- 
carbossilazione enzimatica |’O. illustra come 
anche a questo proposito le acquisizioni sui 
modelli non enzimatici siano state utili ai finj 
della comprensione della reazione. Per quest’ul- 
tima, Werle e Kock avevano proposto uno 
schema secondo il quale si pal la forma- 
zione di un immino-acido come intermedio. 
Westheimer invece propose il seguente schema, 
che esclude la possibilita di formazione di tale 
intermedio, e che é stato dimostrato valido 
da Mandeles e Coll. (schema B). 

Successive ricerche di Rothberg e Steinberg 
hanno potuto anche stabilire che il CO, che 
si libera nella decarbossilazione proviene esclu- 
sivamente dal substrato, dal quale si stacca come 
un tutto unico, senza combinarsi preliminar- 
mente con l’acqua. Questi risultati sono compa- 
tibili col meccanismo proposto da Snell in base 
ai risultati delle reazioni modello. 

L’O. passa poi a discutere la biosintesi del piri- 
dossal-fosfato nel quadro complesso, e ancora 
non del tutto noto, delle interrelazioni tra le 
diverse forme della vitamina Bg e del loro 
metabolismo. La fosforilazione del piridossale 
a piridossal-fosfato (che é la forma sempre 
enzimaticamente attiva della vitamina B,, 
mentre la piridoxamina-fosfato é attiva solo 
per le transaminazioni) é catalizzata dalla piri- 
dossal-chinasi secondo la reazione: 


piridossale + ATP — piridossal-fosfato + ADP 


Il piridossale a sua volta pud formarsi dalla 
piridoxamina (per transaminazione di questa 
con un 2-chetoacido) e dalla piridossina 
(attraverso una reazione ancora non definita). 

In modo analogo, il piridossal-fosfato pud 
originare dalla piridoxamina-fosfato e dalla 
piridossina-fosfato: questi ultimi composti 
possono formarsi per fosforilazione delle ri- 
spettive forme non fosforilate ad opera della 
piridossal-chinasi, la cui azione non é specifi- 
ca per il piridossale. 
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Il piridossale, per opera della aldeide-ossi- 
dasi dei tessuti, pud essere ossidato ad acido 
piridossico (2-metil-3-ossi-4-carbossi-5-ossime- 
til-piridina). Data la possibilita di trasforma- 
zione delle altre forme biologiche della Bg, in 
piridossal-fosfato o piridossale, dato l’equili- 
brio esistente tra questi due ultimi composti 
per mezzo della piridossal-chinasi, l’ossidazione 
ad acido piridossico rappresenta la principale 
via catabolica comune a tutto il gruppo Be. 

Lultimo punto esaminato dall’O. riguarda 
le possibili cause e gli effetti della carenza in piri- 
dossal-fosfato negli organismi. Una insufficienza 
degli enzimi piridossal-fosfato dipendenti pud 
verificarsi per diverse cause riguardanti sia il 
coenzima (carenza esogena di Bg, diminuita 
sintesi di piridossal-fosfato a partire dai com- 
posti del gruppo Bg per impedimento di uno 
dei meccanismi sopra ricordati, inattivazione 
del piridossal-fosfato per esempio da parte del- 
l'isoniazide) che gli apoenzimi (diminuita loro 
disponibilita attivita) o l’associazione apoen- 
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H-C=N-C-H 


- C0, 


zima-coenzima. Le insufficienze enzimatiche a 
loro volta danno luogo ad alterazioni metabo- 
liche, alcune delle quali sono dall’O. discusse 
soprattutto in vista della inattivazione diffe- 
renziale dei diversi enzimi che si pud avere 
negli stati di carenza in vitamina Bg. 


BIOTINA 


In relazione a questa vitamina |’O. esamina 
i dati tuttora controversi, sui quali si basa la 
tesi avanzata da alcuni AA., e in particolare 
da Lichstein, che la biotina rappresenti il coen- 
zima_ della _ossalacetico-decarbossilasi. Allo 
stato attuale del problema, la conclusione che 
che egli ne trae é che « bisogna attendere che 
risultati pitt conclusivi ratifichino l’inclusione 
o l’esclusione di questa vitamina dal gruppo 
dei coenzimi della decarbossilazione, gruppo 
tuttavia rappresentato in modo categorico 
dalla cocarbossilasi e dal piridossal-fosfato ». 


V. F. 


169 


—C=N- 
H-—C=0 H-C 
> 
4 Vi 
of | () 
NN 
Nf Ni 
N 
H H 
I II III 
= -—-C-N=C-H 
H-C=0 HW C-H H-C=N-C-H H-C-N 
nberg | = | | 
che H20 = 
esclu- 
come \ N 
1inar- 
mpa- 
l base I Vv 
piri- 
ncora 
tra le 
loro 
»ssale 
mpre 
B,, 
solo 
piri- 
DP 
dalla 
esta 
ssina 
ita). 
pud 
dalla 
Dosti 
lella 
cifi- 
|_| 


fluenza di una carenza piridossinica. 


Chatagner F., Bergeret B. e Labouesse J. 


Confronto del comportamento di due decarbos- 
silasi di aminoacidi del fegato di ratto sotto l’in- 
fluenza dell’iniezione di tiroxina e sotto l’in- 


La decarbossilasi dell’acido L-cisteinsulfi- 
nico (ACS) e la decarbossilasi della L-3-4- 
-diidrossifenilalanina (DOPA) del fegato di 
ratto, che sono enzimi necessitanti del fo- 
sfato di piridossale come coenzima, sono sen- 
sibili all’azione degli ormoni tiroidei; in- 
fatti i livelli di questi enzimi diminuiscono 
dopo iniezioni di tiroxina e, al contrario, au- 
mentano nel fegato di animali tiroidecto- 
mizzati (in quest’ultimo caso, iniezioni di 
dosi fisiologiche di tiroxina riportano gli 
enzimi in questione a valori analoghi a quelli 
dell’animale normale). 

La nostra ipotesi di lavoro é stata la se- 
guente: gli ormoni tiroidei regolerebbero 
la quantita di fosfato di piridossale presente 
nell’organismo e percid agirebbero sugli en- 
zimi di cui sopra a livello del loro coenzima 
comune; pertanto le modificazioni globali 
constatate a carico di questi enzimi potreb- 
bero variare secondo la stabilita propria a 
ciascuna proteina enzimatica privata del suo 
coenzima. 

Abbiamo quindi tentato di stabilire un 
parallelismo fa il comportamento, in fun- 
zione del tempo, di ciascuna di queste decar- 
bossilasi sotto l’influenza di una carenza in 
piridossina e sotto linfluenza di iniezioni di 
tiroxina. I risultati sono stati i seguenti: 


— la decarbossilasi di ACS scompare rapi- 
damente nel fegato di ratto carenzato in 
piridossina e nel fegato di ratto tireotos- 
sico; a ciascun stadio di questi trattamenti 
non é possibile reintegrare l’attivita en- 
zimatica con l’aggiunta, in vitro, del fo- 
sfato di piridossale. 

La decarbossilasi del DOPA scompare 
pit: lentamente ed é possibile, entro certi 
limiti, riattivare parzialmente l’enzima ag- 
giungendo, in vitro, fosfato di piridos- 
sale al fegato di ratto carenzato in piri- 
dossina 0 sottoposto ad iniezioni di tiro- 
xina da parecchi giorni. 
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Dato questo parallelismo di comportamento, 
sembra possibile suggerire che gli ormoni 
tiroidei agiscano sulla quantita di fosfato di 
piridossale disponibile nell’organismo. 


Gonnard P. e Nguyen Chi J. P. 


Ruolo coenzimatico di idrazoni del fosfopi- 
ridossale ei confronti della dopadecarbossila- 
zione. 


A seguito della dimostrazione del ruolo 
coenzimatico del fosfato di piridossale nella 
decarbossilazione di aminoacidi, @ stato pro- 
posto uno schema del meccanismo dell 
reazione secondo il quale si avrebbe una com- 
binazione transitoria tra la funzione aminica 
del substrato e la funzione aldeidica del fosfato 
di piridossale. 

Studiando le modalita d’azione dell’iso- 
niazide sulla dopadecarbossilazione, azione 
ritenuta inibitrice, noi abbiamo constatato 
che a bassa concentrazione l’idrazide era al 
contrario attivatrice. L’idrazone, preparato 
mediante combinazione col fosfato di piri- 
dossale, si comporta come un vero coenzima, 
pit attivo anzi del coenzima naturale. 

Gli idrazoni preparati a partire dagli iso- 
meri: idrazide nicotinica, picolinica e cos 
ae benzoica e p-aminosalicilica possiedono 
a stessa proprieta. 

Si tratta quindi di un fenomeno generale 
che esclude del gruppo aldeidico 
del piridossale e rimette in discussione il suo 
meccanismo d’azione coenzimatica. 


Chapeville F. e Fromageot P. 


Studio comparativo della desulfidrazione della 
cisteina con un enzima del sacco vitellino e col 
piridossale. 


Una preparazione enzimatica _ purificata, 
ottenuta dal sacco vitellino e dal vitello di 
uova embrionate di pollo, catalizza la desul- 
fidrazione reversibile della cisteina e in pre- 
senza di solfito la formazione dell’acido ci- 
steico. Nelle condizioni non fisiologiche di 
concentrazione e di temperatura, in presenza 
di un metallo, il fosfato di piridossale e il 
piridossale catalizzano le stesse reazioni. Alcune 
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analisi rivelano tuttavia che né il fosfato di 
piridossale né alcuno di questi metalli: calcio, 
rame, ferro e magnesio, intervengono nel- 
fattivith enzimatica. Questo é sorprendente 
soprattutto gg quello che riguarda il fosfato 
di piridossale, dato che: 


1) esso @ considerato generalmente co- 
fattore delle desulfidrasi della cisteina; 


2) per altre reazioni catalizzate dal piri- 
dossale, le transaminasi in particolare, que- 
stultimo si é rivelato il cofattore del sistema 
corrispondente. 


Cavallini D., De Marco C. e Mondovi B. 


Ossidazione della cistina in presenza di rame 
e piridossale. 


La cistina, in presenza di quantita catali- 
tiche di pee e ioni Cu++, a pH 8,5 
e a 38° C, viene ossidata e decomposta. Fra 
i prodotti della reazione sono stati messi in 
evidenza acido piruvico, ammoniaca, CO,, 
§ elementare, tiosolfati e acido alanintio- 
solfonico. I risultati ottenuti portano ad 
ammettere la formazione della tiocisteina, 
COOH-CHNH,-CH,-S-SH, quale prodotto 
intermedio di un processo ciclico accom- 
pagnato da diverse reazioni collaterali. 


Lis H. e Fasella P. 


Sul meccanismo di azione della glutamico- 
~aspartico transaminasi. Passaggi intermedi della 
reazione. 


Una preparazione di glutamico-aspartico 
transaminasi altamente purificata reagisce con 
il glutamato, l’aspartato e, a velocita minore, 
con l’alanina ma non con la glicina, serina 
ed isoleucina per dare i corrispondenti che- 
toacidi. Gli spettri di assorbimento dell’en- 
zima cambiano durante la reazione ed il coen- 
zima passa dalla forma aldeidica (piridos- 


sale-5-fosfato) alla forma aminica (piridoxa- 
mina-$-fosfato). L’enzima in forma aminica 
é stato isolato dalla miscela di reazione e 
ne é stato studiato lo spettro di assorbimento 
a diversi valori di pH. Il quoziente coen- 
zima/proteina e l’attivita specifica dell’enzima 
in forma aminica corrispondono a quelli 


dell’enzima in forma aldeidica. La forma ami- 
nica dell’enzima reagisce con il cheto-glu- 
tarato, ossalacetato e, a minor velocita, con 
il piruvato per dare l’aminoacido corrispon- 
dente e l’enzima in forma aldeidica. 


Canal N. e Maffei Faccioli A. 


Effetto dell’iniezione di tiroxina su alcune 
aminoacido-decarbossilasi nel ratto. 


Il ben noto antagonismo tra tiroxina e vi- 
tamina B, ha indotto gli AA. a studiare l’ef- 
fetto di un trattamento con ormone tiroideo 
su alcuni enzimi che richiedono come cofat- 
tore il piridossal-s-fosfato. Dal punto di vi- 
sta strettamente biochimico |'antagonismo 
tiroxina-vitamina Bg non é sempre facilmente 
dimostrabile: dopo un trattamento con tiro- 
xina la transaminasi glutamico-piruvica del 
fegato invariata, mentre la transaminasi 
glutamico-ossalacetica nel fegato e nel cuore 
é aumentata. 

Dopo lo stesso trattamento, la glutamico- 
-decarbossilasi del cervello e la s5-OH-trip- 
tofano-decarbossilasi del fegato e del cervello 
sono invariate, mentre la cisteico-decarbos- 
silasi del fegato & fortemente diminuita. La 
cisteico-decarbossilasi solo parzialmente 
restaurata dall’aggiunta in vitro di piridos- 
sale-5-fosfato: quindi sia l’apoenzima che il 
coenzima sono influenzati dal trattamento 
tiroxinico. 

Allo scopo di spiegare il diverso compor- 
tamento delle aminoacido-decarbossilasi dopo 
trattamento con tiroxina vengono discusse 
alcune ipotesi. 


Karlin R. 


Possibilita di arrichimento del latte di donna 
in vitamina Bg. 

Il latte di donna é relativamente povero 
di vitamina Bg. 

La concentrazione di vitamina B, nei primi 
giorni di lattazione é di 1-2 gamma per 100 
cc di latte; nel latte normale il tasso medio 
di Bg é di 10,5 gamma per 100 cc. 

Un carico di vitamina alla nutrice con- 
sente un rapido arricchimento del latte in vi- 
tamina B,. 
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Una sola iniezione intramuscolare di 50 mg 
di piridossina si traduce, dopo un’ora, in un 
forte aumento del tasso vitaminico nel latte 
(76 gamma per 100 cc in media). 

Si rileva un massimo di concentrazione 
generalmente dopo 3 ore, dopo di che il te- 
nore in Bg si riduce lentamente per ritornare 
al valore iniziale 4-5 ore dopo I’iniezione. 
La somministrazione per via orale di una 
dose di Bg dieci o venti volte maggiore 
(soo mg, ovvero 1 g), consente ugualmente 
un rapido arricchimento vitaminico del latte 
di donna. 


Causi N. 


Rapporti fra CoA e vitamine. 


Moruzzi G., Marchetti M., Viviani R. e San- 
guinetti F, 


Ricerche su  sostanze presenti in materiali 
grezzi ed attive nella carenza in acido panto- 
tenico nel ratto. 


Ricci C., Pallini V. e Pompucci G. 


Sul rapporto DPN/DPNH uel fegato di ratti 
trattati con forti dosi di nicotinamide. 


Bonsignore e Ricci (Boll. Soc. ital. Biol. 
sper., 1949, 25, 710) hanno dimostrato un 
netto aumento di coenzimi piridinici nel fe- 
gato di ratti trattati con dosi elevate di nico- 
tinamide. Tale aumento, gia evidente nelle 
prime ore dopo il trattamento, raggiunge 
il massimo verso la 12* ora, per tornare ai 
valori normali verso la 30? ora. 

Su estratti di fegato di ratti trattati da va- 
rio periodo di tempo con nicotinamide 
(1 g/kg), preparati in modo tale da mantenere 
inalterato il contenuto in DPN e DPNH, 
sono state dosate, con metodo enzimatico, 
el due forme, ossidata e ridotta, del coen- 
zima I. 

Le variazioni del rapporto vengono di- 
scusse nel quadro dell’aumentata biosintesi 
di DPN in seguito a carico con _nicotina- 
mide. 
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Marinello E. e Pallini V. 


L’ossidazione del piruvato in omogenati di fe- 
gato di ratto trattato con forti dosi di nicotinamide, 


Il trattamento con forti dosi di nicotina- 
mide provoca nel ratto un notevole aumento 
del contenuto epatico di coenzimi piridinic 
(Bonsignore e Ricci, Boll. Soc. ital. Biol. 
sper., 1949, 25, 710) e numerose modifica- 
zioni metaboliche che hanno portato alla 
definizione di una «sindrone: biochimica 
acuta da iperdosaggio di vitamina PP » (Bon- 
signore e Vergano, G. Biochim., 1958, 7, 
284). 

Proseguendo gli studi sulle alterazioni me- 
taboliche che si manifestano in tali condi- 
zioni, é stata seguita, negli omogenati di 
fegato di ratti trattati con nicotinamide, 
l’ossidazione del piruvato. 

I risultati vengono discussi nel quadro delle 
numerose variazioni metaboliche e morfo- 
logiche che si instaurano parallelamente al- 
l’aumentata biosintesi del DPN. 


Fabianek J. 


Effetto dell’apporto del 2% di tiroxina nella 
dieta sul livello di acido ascorbico negli organi 
della cavia. 


L’acido ascorbico é@ interessato nel meta- 
bolismo della tiroxina (Sealock e Coll.). E 
sembrato utile indagare se la presenza di un 
eccesso di tiroxina nel regime alimentare 
determina una modificazione dei tassi di a- 
cido ascorbico negli organi della cavia. Ani- 
mali giovani, mantenuti parecchi mesi con 
una dieta artificiale purificata contenente il 
21% di caseina e riceventi 20 mg di acido 
ascorbico al giorno, sono stati divisi in due 
lotti. Negli ultimi 15-20 giorni le cavie di 
un lotto hanno ricevuto la stessa dieta ad- 
dizionata del 2% di tiroxina. L’acido ascor- 
bico @ stato determinato nel fegato, milza, 
reni, surreni e sangue col metodo della 2,4- 
-dinitrofenilidrazina. Il tasso di acido ascor- 
bico rilevato nelle cavie che avevano rice- 
vuto il regime alimentare addizionato di ti- 
roxina @ stato, in tutti gli organi esaminati, 
inferiore a quello dei controlli. La differenza 
é stata del 40% circa nel caso dei surreni. 
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Cuzzocrea G., De Stefano F. e Lino A. 


Sul comportamento dell’acido ascorbico epa- 
tico nel ratto surrenectomizzato. 


Vengono apportati nuovi e pit estesi dati 
a conferma di un’osservazione gia fatta pre- 
cedentemente e cioé che la surrenectomia 
determina nel ratto una netta diminuzione del 
contenuto totale in acido ascorbico del fegato. 


Cuzzocrea G., De Stefano F. e Picciotto A. 


Sulla diminuzione da florizina della quota 
combinata della vitamina C epatica. 


Gli Autori, in un precedente lavoro, hanno 
sostenuto che la diminuzione della quota 
combinata della vitamina C epatica osser- 
vabile nel ratto surrenectomizzato, possa 
dipendere dalla depressione dell’attivita fo- 
sforilasica consecutiva alla surrenectomia. In 
linea con tale ipotesi, in questo lavoro 
studiano il comportamento di detta quota 
vitaminica dopo somministrazione di flori- 
zina, tipico inibitore delle fosforilasi, e di- 
mostrano che questa sostanza é effettiva- 
mente capace di determinare una sensibile 
diminuzione della vitamina C combinata del 
fegato. 


Cuzzocrea G., De Stefano F., Lino A. e Pic- 
ciotto A. 


Sul comportamento della forma combinata epa- 
tica della vitamina C nel ratto surrenectomizzato 
ed irradiato. 


Gli Autori, dopo aver gia dimostrato I’e- 
sistenza, anche nel fegato di ratto, di una quota 
combinata di acido ascorbico e dopo averne 
dimostrata la diminuzione, fino alla scom- 
_ per effetto dalla surrenectomia, in questo 
avoro studiano il suo comportamento nel- 
liperfunzione surrenale acuta da irradiazione. 

Hanno potuto cosi osservare che, per ef- 
fetto del trattamento con raggi X (800 r.), 
il tasso epatico di vitamina C combinata au- 
menta del 100% nel ratto normale e rimane 
praticamente invariato nel ratto surrenecto- 
mizzato. 


Anche per questa via, quindi, risulterebbe 
dimostrata l’esistenza di un rapporto tra pre- 
senza del surrene e quota combinata epatica 
di vitamina C. 


Orunesu M. 


Azione della beta-tetraidronaftilammina sulla 
biosintesi di acido ascorbico stimolata dal clo- 
retone. 


Si & osservato che l’eliminazione urinaria 
di acido ascorbico, nettamente aumentata 
nei ratti trattati con cloretone (mg 15 pro 
die/100 g) per un periodo di 10 giorni, ri- 
torna in breve tempo (5-6 giorni) ai valori 
normali quando il trattamento col narcotico 
viene associato alla somministrazione, per 
via endoperitoneale, di beta-tetraidronaftilam- 
mina (mg 3/100 g). Dai risultati ottenuti 
sembra pertanto che la_beta-tetraidronafti- 
lammina sia in grado di abolire l’azione sti- 
molante esercitata dal cloretone sulla bio- 
sintesi dell’acido ascorbico. 

Viene discussa una spiegazione del feno- 
meno nel quadro delle modificazioni del ri- 
cambio glucidico e della sintesi della vita- 
mina C indotte dal cloretone. 


Quagliariello E., Saccone C., Rinaldi E. e 
Alioto M. R. 


Sul meccanismo della inibizione della 3-idros- 
siantranilico-ossidasi da vitamina K. 


In precedenti ricerche (Quagliariello e Coll., 
Boll. Soc. ital. Biol. sper., 1956, 32, 1169) 
veniva da noi dimostrata un’azione inibi- 
trice delle vitamine K sulla 3-idrossiantra- 
nilico-ossidasi. 

Questi studi risultavano interessanti per 
una sindrome del neonato prematuro, carat- 
terizzata da anemia emolitica e formazione 
di corpi inclusi negli eritrociti riportabile 
a iperdosaggio di Synkavit: difosfato sodico 
del 2-metil-1,4-naftoidrochinone (Auricchio e 
Coll., Helv. paediat. Acta, 1958, 31, 486). 

Le attuali ricerche prendono in considera- 
zione il meccanismo col quale le vitamine 
K inibiscono l’enzima 3-idrossiantranilico-os- 
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sidasi. Si prospetta, in seguito a questi studi, 
la possibilita di un’attivita antimetabolitica 
della vitamina K nei riguardi dell’acido 3- 
-idrossiantranilico. 


de Heredia C. F. e Medina A. 


Nitrato reduttasi vitamina K dipendente in E.coli. 


Abbiamo studiato, in E. coli, un sistema 
che in presenza della menadione reduttasi 
riduce aerobicamente il nitrato a_ nitrito, 
usando DPNH o TPNH come sorgente di 
elettroni e vitamina K, come trasportatore 
degli elettroni stessi, senza apparente parte- 
cipazione delle flavine nel processo. 

Il sistema é presente in particelle sedimen- 
tabili per centrifugazione a 110.000 x g. 

Questo sistema é adattativo e la sua atti- 
vita fortemente stimolata dall’aggiunta 
di Ks, ma non dall’aggiunta di flavin-adenin- 
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-dinucleotide (FAD) né di altri compost 
flavinici saggiati. La vitamina Kg ridotta per 
via chimica pud servire come donatrice dj 
elettroni, mentre il FAD ridotto é inef 
ficace. 

Con ripetute estrazioni con etere di pe- 
trolio, gli omogenati perdono la capacita di 
ridurre i nitrati. L’attivita pud essere ricu- 
perata totalmente o parzialmente con ag- 
giunta di Kg 0, rispettivamente, del residuo 
ottenuto con l’evaporazione sotto vuoto del- 
lestratto etereo. 

Il sistema viene inibito da agenti chelanti. 
L’inibizione prodotta dall’atebrina e dal di- 
cumarolo pud essere ostacolata con vitamina 
K,, ma non con FAD. Il composto 2-eptil-4 
-idrossichinoleina-N-ossido fortemente ini- 
bitorio e questa inibizione, che pud essere 
reversibile per effetto di Ks, sembra essere 
di tipo competitivo. 
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